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1. Introducción general 
 
Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacáridos macrocíclicos no inmunogénicos, de 
alta simetría y esencialmente biocompatibles, procedentes de la degradación enzimática 
del almidón. Fueron aisladas por primera vez de fuentes naturales a finales del siglo XIX 
por Villiers1 y caracterizadas por Schardinger2 años más tarde. Las CDs están compuestas 
por unidades de glucopiranosa enlazadas a través de uniones α(1→4). Los miembros más 
relevantes de esta familia son los constituidos por 6, 7 y 8 unidades de glucosa, 
denominados α, β y γCD, respectivamente.3 Las CDs representan un ejemplo claro de 
moléculas con una estrecha relación entre estructura molecular y propiedades 
supramoleculares. Presentan una geometría troncocónica, con los hidroxilos secundarios 
(OH-2 y OH-3) situados sobre la base mayor y los hidroxilos primarios (OH-6) sobre la 
base menor, orientados hacia el exterior en ambos casos. La cavidad interna, de 
dimensiones nanométricas, se encuentra cubierta por los protones metínicos H-3 y H-5, lo 
que le otorga carácter hidrófobo. Esta estructura singular hace que las CDs se comporten 
como nanocontenedores capaces de encapsular moléculas hidrófobas de tamaño 
apropiado y solubilizarlas en agua (Figura 1). 
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Ciclodextrina Diámetro interno (Å) Diámetro externo (Å) Altura (Å) 
αCD (n = 1) 4.7 – 5.2 14.2 – 15.0 7.9 – 8.0 
βCD (n = 2) 6.0 – 6.4 15.0 – 15.8 7.9 – 8.0 
γCD (n = 3) 7.5 – 8.3 17.1 – 17.9 7.9 – 8.0 
 
Figura  1. Estructura y dimensiones de las ciclodextrinas (CDs) naturales o de primera 
generación. 
 
La capacidad de las CDs para formar complejos de inclusión ha dado lugar a un 
gran número de aplicaciones tecnológicas.4 En muchos casos, la formación de un 
complejo de inclusión llega a alterar drásticamente las propiedades de la molécula 
incluida (por ejemplo su solubilidad o su estabilidad en agua). Como consecuencia, las 
CDs naturales o CDs de primera generación (Figura 1) no solo han jugado un papel 
fundamental en el desarrollo de la química supramolecular como ciencia, sino que, desde 
que Freudenberg registró la primera patente sobre el uso de CDs en la formulación de 
medicamentos,5 sus propiedades han encontrado además multitud de aplicaciones en la 
industria farmacéutica,6,7 cosmética,8 agroquímica9 o alimentaria10 entre otras.11 Desde 
una perspectiva más académica y fundamental, las ciclodextrinas han encontrado 
aplicación en el diseño de máquinas moleculares,12,13 sensores,14 catalizadores15,16 o 
enzimas artificiales.17  
Las propiedades de inclusión molecular de las CDs han sido explotadas, por 
ejemplo, para mejorar la biodisponibilidad de fármacos poco solubles, proteger la 
molécula activa de procesos de degradación o evitar que reaccione con otros 
componentes.18 Algunos efectos secundarios desagradables, tales como la irritación de 
tejidos, el mal sabor o el mal olor, pueden evitarse también usando CDs como 
transportadores.19 Sin embargo, a pesar del potencial de las CDs en la industria 
farmacéutica y de que muchos principios activos serían susceptibles de beneficiarse de 
una mejora de sus propiedades farmacocinéticas o de una presentación más apropiada tras 
su inclusión en una ciclodextrina, el número de formulaciones con CDs en el mercado 
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actual no es tan elevado como cabría esperar. Esto se debe a la existencia de 
inconvenientes asociados al uso de CDs tales como: 
• la solubilidad en agua de los correspondientes complejos de inclusión es, en 
muchos casos, insuficiente para aplicaciones biomédicas; 
• el carácter hemolítico de la βCD, la más interesante desde el punto de vista 
industrial, que la hace inadecuada para una administración por vía parenteral; 
• la limitada gama de ciclodextrinas naturales comercialmente asequibles y, por 
tanto, de tamaños de cavidad y propiedades de inclusión disponibles; 
• la carencia de elementos de reconocimiento específico frente a receptores 
biológicos, por lo que los sistemas de transporte basados en ciclodextrinas son 
esencialmente inespecíficos. 
 
Para ampliar el rango de aplicaciones posibles, se ha desarrollado una serie de 
CDs modificadas químicamente en los grupos hidroxilos que se conocen como CDs de 
segunda generación.20 Actualmente en el mercado están disponibles a escala industrial 
derivados metilados de la βCD (DIMEB, TRIMEB y RAMEB), hidroxipropil-βCDs 
(HPbCD) o sulfobutil-βCDs (Captisol®) con patrones de funcionalización estadístico en 
la mayor parte de los casos, que a su vez han dado lugar a nuevas formulaciones de 
medicamentos.21 Paralelamente a estos esquemas de derivatización estadística, se han 
desarrollado métodos de síntesis regioselectiva que han permitido acceder a nuevos 
derivados homogéneamente funcionalizados en los que es posible introducir elementos 
adicionales de manera controlada, lo que permite modular determinadas propiedades de 
las CDs, como por ejemplo, antenas de biorreconocimiento (CDs de tercera 
generación).22,23,24 Mediante la modificación química selectiva de CDs se ha conseguido, 
por ejemplo, optimizar simultáneamente la capacidad de las CDs para complejar 
docetaxel (agente anticanceroso de la familia del Taxol comercializado bajo el nombre de 
Taxotero®) y dotarlas de capacidad de reconocimiento específico a nivel de receptores de 
la membrana celular.25 
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 Independientemente de su comportamiento como receptores moleculares, las CDs 
pueden visualizarse como plataformas macrocíclicas de dimensiones nanométricas. La 
existencia de dos caras bien diferenciadas, con grupos hidroxilos susceptibles de 
derivatización selectiva,26 permite la incorporación de elementos estructurales o 
funcionales con total control de su orientación espacial.27,28,29 Sistemas de este tipo, entre 
los que se encontrarían los péptidos macrocíclicos o los calixarenos, son especialmente 
útiles para el diseño de receptores y ligandos artificiales capaces de imitar procesos de 
reconocimiento en organismos vivos, tales como interacciones proteína-proteína,30,31 
carbohidrato-proteína,32,33 carbohidrato-ácido nucleico34,35 o proteína-ácido nucleico.36,37 
En esta línea, las CDs se han empleado como núcleos para la elaboración de 
glicoclústeres,27,38 glicoconjugados,39 dendrímeros40,41 o polímeros.42 Así, se han 
desarrollado derivados de CD que se comportan como sistemas inteligentes de transporte 
de fármacos,25,43 miméticos de superficies celulares que expresan densidades elevadas de 
ligandos glucídicos28 o incluso máquinas moleculares sensibles a estímulos químicos o 
físicos.13,44 
 El trabajo desarrollado en esta Tesis aprovecha precisamente la faceta como 
plataforma nanométrica de las CDs. En ella se ha abordado la elaboración de estructuras 
molecularmente bien definidas basadas en CDs capaces de llevar a cabo tareas 
programadas y específicas. Para ello, se han implementado estrategias de 
funcionalización que utilizan reacciones quimioselectivas de alta eficacia, minimizando 
de esta manera el uso de grupos protectores y facilitando la purificación de los 
compuestos finales. Se ha conseguido acceder a macromoléculas preorganizadas que 
permiten una correlación más sencilla entre estructura y propiedades supramoleculares, 
biológicas o de autoorganización, mediante la incorporación secuencial y controlada de 
elementos funcionales sobre el núcleo de CD. En concreto, esta Tesis se ha centrado en el 
desarrollo de tres objetivos:  
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• El diseño de una metodología de funcionalización asistida por soporte sólido para 
la derivatización controlada de plataformas multifuncionales y su extensión a la 
preparación de conjugados de CDs. 
• La elaboración de estructuras de simetría Cn capaces de actuar como ligandos 
complementarios de poros n-méricos fomados por proteínas (PFPs; pore-forming 
proteins) implicadas en procesos de internalización de toxinas. 
• El desarrollo de conjugados de CDs con capacidad de autoensamblaje aptos para 
generar sistemas nanoparticulados que permitan el transporte de biomoléculas 
con propiedades terapéuticas, en especial ácidos nucléicos. 
 
Para alcanzar el primero de estos objetivos se han combinando estrategias 
clásicas de síntesis en fase sólida y el concepto del anclaje de liberación controlada 
(safety-catch linker),45 y se ha desarrollado una metodología que permite transferir 
covalentemente, y con total quimioselectividad, subunidades previamentes elaboradas 
sobre un soporte sólido directamente a un aceptor multivalente en disolución, 
minimizando los inconvenientes asociados a la elaboración y purificación de conjugados 
macromoleculares en disolución. 
En el segundo apartado se ha explorado la posibilidad de construir derivados de 
CD selectivamente funcionalizados que puedan bloquear el tráfico de toxinas a través de 
los poros proteicos que determinados agentes infecciosos pueden formar en la superficie 
celular. Partiendo del principio de que una simetría compatible entre un receptor 
biológico y su ligando suele reforzar significativamente su interacción, y considerando la 
simetría heptamérica de los canales implicados en la internalización de ciertas toxinas 
como la de Bacillus anthracis (ántrax),46 es razonable pensar que derivados 
convenientemente funcionalizados de βCD (ciclomaltoheptaosa) podrían bloquear el 
acceso de los factores nocivos al interior de las células, actuando así como antitoxinas. 
En el tercer apartado se han explotado estrategias de derivatización selectiva de 
ambas caras de las CDs para elaborar una amplia familia de derivados anfifílicos y 
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homogéneos capaces de autoorganizarse en presencia de biomoléculas como ácidos 
nucleicos. Partiendo de la hipótesis de que las propiedades de los nanoagregados 
dependen de la estructura molecular del conjugado de CD, su capacidad de compactación 
de material génico y, por tanto, su capacidad de protección y transporte de ADN, podrían 
ser manipuladas químicamente, lo cual constituiría una poderosa herramienta para el 
diseño de nuevos vectores artificiales de genes para terapia génica. 47 
El desarrollo de este trabajo ha dado lugar a la preparación de una serie de nuevos 
compuestos y precursores cuyas estructuras se describen a continuación: 
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Diseño de antitoxinas del ántrax: 
 
R = H, X = Boc, 19
R = Ac, X = Boc, 20
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n = 1, 22, 23, 24
n = 3, 25, 26






























































R = Ac, X = Boc, 22, 25, 27
R = H, X = Boc, 23, 26, 28
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R = Ac, X = Boc, 35, 38
R = H, X = Boc, 36, 39
R = H, X = H·HCl, 37, 40  
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R = Ac, X = Boc, 43
R = H, X = Boc, 44
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X = Tr, R = Ac, 84, 87
X = Tr, R = H, 85, 88
X = R = H, 86, 89
n = 1, 84, 85, 86
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2. Funcionalización de ciclodextrinas asistida por soportes sólidos 
 
Las construcciones moleculares multifuncionales se han convertido en 
herramientas fundamentales para el diseño y elaboración de nuevos materiales con 
propiedades que se pueden aplicar en una gran diversidad de campos, desde tecnológicos 
hasta terapéuticos.48 Las propiedades intrínsecas asociadas a estas estructuras 
monodispersas y bien definidas, tales como la capacidad de controlar el tamaño, la forma 
o el modo de presentación de sus elementos constitucionales en la escala nanométrica, 
están en el origen del interés que ha atraído su desarrollo hasta el punto de convertirse en 
uno de los pilares de la conocida como revolución  nanotecnológica.49  
 
2.1. Plataformas multifuncionales con carbohidratos 
 
La investigación de los fenómenos de reconocimiento biológico que implican 
carbohidratos, que constituyen la base de un gran número de procesos fundamentales a 
nivel celular, está viendose especialmente beneficiada por el avance de la nanotecnología. 
El reconocimiento de glicoconjugados por lectinas (sus receptores biológicos) expresadas 
en la superficie celular regula una gran cantidad de procesos biológicos como el 
transporte, la diferenciación o la adhesión celular, la respuesta inmune, la traducción de 
señales bioquímicas o la metástasis del cáncer.50 Por ello, el diseño de moléculas capaces 
de interferir en dicho reconocimiento se ha convertido en una herramienta muy eficaz, 
tanto desde el punto de vista académico como práctico, que ha facilitado el desarrollo de 
la glicómica en los últimos años.51 
No obstante, el diseño de moléculas para el estudio de estos fenómenos, 
constituye un reto importante. La afinidad carbohidrato-proteína es generalmente débil 
(Ka ~103-4 M-1) y, para alcanzar valores de afinidad biológicamente relevantes, ligando y 
receptor deben mostrar una presentación multivalente, lo que conduce a afinidades 
mayores de la que cabría esperar de la suma de las interacciones individuales. Este 
fenómeno, conocido como efecto multivalente o clúster,52,53,54 es una superposición de 
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múltiples factores y depende íntimamente no solo del número de elementos de 
reconocimiento en ligando y receptor, sino también del modo de presentación de cada 
uno de ellos.55 El diseño de inhibidores de toxinas bacterianas como la del cólera es un 
ejemplo representativo del potencial terapéutico de esta aproximación: Fan56 y Bundle57 
diseñaron, sobre la estructura de esta toxina, ligandos multivalentes capaces de 
interaccionar simultáneamente con varios sitios de reconocimiento, observando 
afinidades hasta un millón de veces superiores a las del ligando monovalente (Figura 2).  
 
 
Figura 2. Estructura del ligando decavalente (STARFISH®) inhibidor de la toxina del cólera tipo 
Shiga descrito por Bundle.57 
 
Este ejemplo ilustra como el diseño racional de ligandos artificiales basado en el 
conocimiento de la estructura del receptor biológico ha permitido realizar importantes 
avances biomédicos. Sin embargo, el desconocimiento de la estructura de muchos de los 
receptores que median en los procesos de comunicación celular impide aplicar una 
estrategia racional y directa en la mayoría de los casos. Como alternativa, se ha explotado 
la variación sistemática del modo de presentación de los motivos de reconocimiento y su 
análisis conjunto mediante diversas técnicas para obtener ligandos eficaces, cuya 
preparación y purificación es generalmente complicada y requiere un esfuerzo sintético 
considerable.41 Para el diseño de estos sistemas se han empleado numerosos tipos de 
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plataformas moleculares, desde moléculas de baja valencia, elaboradas sobre una cadena 
lineal o ramificada, hasta polímeros multivalentes, pasando por plataformas más o menos 




Figura 3. Tipos de plataformas moleculares empleadas en el diseño de sistemas multivalentes. 
 
En este contexto, las plataformas preorganizadas basadas en estructuras rígidas 
han demostrado tener un interés especial. Plataformas molecularmente bien definidas, con 
una valencia conocida, que presenten una orientación precisa de sus elementos 
estructurales, permiten lograr una distribución controlada (eventualmente predecible) de 
los ligandos que se les acoplen. Existe una diversidad de estructuras moleculares que 
puede cumplir esta labor como plataformas rígidas que, según sus dimensiones, van desde 
moléculas pequeñas, como derivados aromáticos o monosacáridos, hasta macrociclos 
como éteres corona, calixarenos o ciclodextrinas.  
Las ciclodextrinas constituyen un ejemplo único de complementariedad entre 
nano- y biotecnología, lo que las convierte en plataformas multifuncionales privilegiadas. 
Entre las virtudes que las diferencian de otros candidatos cabe destacar su aptitud, ya 
comentada, para formar complejos supramoleculares con otras especies orgánicas debido 
a las propiedades de su nanocavidad, su carácter biocompatible y su capacidad de 
autoasociación para dar lugar a nanoestructuras. Estas características, unidas a la 
diversidad de estrategias disponibles para su funcionalización química selectiva, ofrecen 
excelentes oportunidades para la elaboración de macromoléculas preorganizadas con un 
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control preciso de su estructura tridimensional. Por último, la disponibilidad de las CDs a 
una escala que permite no solo el desarrollo de estudios fundamentales, sino también de 
aplicaciones comerciales, las convierte en una familia única de nanomateriales y justifica 
el esfuerzo que se viene realizando en la caracterización y desarrollo de aplicaciones en 
multitud de áreas como el transporte activo de agentes terapéuticos6 o la catálisis.15 
 
2.2. Estrategias para la funcionalización selectiva de ciclodextrinas 
 
La modificación química de ciclodextrinas en sus orígenes tuvo como propósito 
modificar la solubilidad en agua de las CDs naturales (o CDs de primera generación), 
especialmente de la βCD. Dentro de esta serie de CDs modificadas, conocidas como CDs 
de segunda generación, existe una amplia variedad de derivados alquilados, 
hidroxialquilados o sulfoalquilados, algunos de ellos preparados en escala industrial. Sin 
embargo, en muchos casos estos derivados son productos heterogéneos, resultado de 
funcionalizaciones estadísticas, lo cual, aunque no ha sido un serio obstáculo para el 
desarrollo de algunas aplicaciones farmacéuticas, dificulta una caracterización rigurosa y 
limitan las aplicaciones que requieran una distribución precisa de los elementos 
ensamblados sobre la plataforma de CD. 
De hecho, las estrategias de modificación selectiva de CDs para obtener 
productos homogéneos ofrece, a partes iguales, enormes posibilidades y retos.26 Por un 
lado, las CDs han demostrado ser valiosas herramientas para investigar la actividad 
catalítica de enzimas,17 para diseñar sensores específicos,14,59 transportadores 
moleculares18,25 o soportes multivalentes.28,38 Sin embargo, la complejidad de la estructura 
de las CDs naturales, con un gran número de grupos hidroxilo que presentan sutiles 
diferencias de reactividad y accesibilidad, unido a sus propiedades supramoleculares, 
hacen que el número de estrategias verdaderamente eficaces para la funcionalización 
selectiva sea relativamente bajo.60 
A pesar de los esfuerzos realizados,15 las estrategias para diferenciar 
selectivamente uno o varios de los hidroxilos presentes en la estructura de las CDs, 
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continua siendo un serio obstáculo para desarrollar determinadas aplicaciones. Las 
técnicas descritas para ello y utilizadas en la actualidad se pueden agrupar en tres 
categorías: 
• Métodos “inteligentes” que aprovechan las peculiaridades supramoleculares 
de la propia CD para obtener el producto deseado.61,62 
• Métodos basados en el uso de grupos protectores y secuencias más o menos 
largas de protección-desprotección para funcionalizar selectivamente 
posiciones de otro modo inaccesibles.63 
• Métodos basados en reacciones estadísticas que conducen a mezclas de 
productos cuya separación puede resultar más o menos compleja. 
 
El problema asociado a la funcionalización selectiva es aún más complicado de 
resolver cuando lo que se pretende no es solo diferenciar uno o varios de los grupos 
hidroxilo de la CD, sino ensamblar elementos complejos capaces de desarrollar funciones 
adicionales como, por ejemplo, grupos catalíticos, antenas de reconocimiento biológico, 
elementos de autoensamblaje o incluso biomoléculas. Aunque metodologías 
complementarias a los métodos clásicos, como la síntesis enzimática, han contribuido 
significativamente a facilitar dicha funcionalización,17 su versatilidad es limitada. Por 
tanto, continúa siendo necesaria la implementación de nuevas metodologías eficaces para 
la obtención de derivados selectivamente funcionalizados de estas plataformas 
multivalentes que simplifiquen el aislamiento y la purificación de los productos para 
desarrollar aplicaciones más allá de la investigación fundamental. 
El uso de soportes sólidos para la funcionalización de plataformas multivalentes 
es un área poco investigada, a pesar de que las técnicas de síntesis en fase sólida ofrecen 
excelentes ventajas que merece la pena explorar. Entre los méritos de la química en fase 
sólida destacan la posibilidad de automatización, y consiguiente aceleración, del esquema 
sintético y, fundamentalmente, la simplificación de la purificación final de los productos 
que, idelamente, consiste en un símple proceso de filtración. Estos son inconvenientes 
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recurrentes en la química de CDs y, por lo general, en la funcionalización de moléculas 
multifuncionales. 
 
2.3. Estrategias de síntesis basadas en el empleo de soportes sólidos 
 
2.3.1. Síntesis en fase sólida y asistida por polímeros 
 
Desde que Merrifield describió por primera vez su uso en 196364 (recibiría el 
Premio Nobel en 1984 por este motivo), la síntesis en fase sólida se ha convertido en una 
herramienta extraordinariamente eficaz, fiable y popular para la preparación de péptidos y 
oligonucleótidos. La ventaja intrínseca de este tipo de técnicas consiste en la facilidad 
para la separación y purificación de productos, lo que permite, además, usar excesos de 
reactivos para conseguir completar las reacciones (Esquema 1). Más recientemente se ha 
ampliado su aplicación a multitud de métodos de síntesis de heterociclos y a las 
tecnologías de síntesis automatizada de alta eficacia, que hoy día constituyen 
herramientas fundamentales de la química combinatoria. Sin embargo, las metodologías 
de síntesis en fase sólida también presentan importantes limitaciones, como las asociadas 
a la escala de trabajo, la monitorización en tiempo real del curso de las reacciones, la 
necesidad de reoptimización de reacciones en fase homogénea, la eventual presencia de 
“vestigios” de la unión con el soporte sólido en los productos finales o la necesidad de 
diseñar esquemas sintéticos que incorporen dos pasos adicionales (el acoplamiento y 
liberación del soporte sólido). 
Una alternativa a esta versión clásica de la síntesis en fase sólida que mantiene 
algunas de sus ventajas y evita ciertos inconvenientes es la síntesis asistida por reactivos65 
y catalizadores soportados (Esquema 1).66 Aunque los reactivos soportados se vienen 
empleando desde los años 60,67 su rápido desarrollo en los últimos años ha ido ligado al 
interés de la industria farmacéutica por la preparación de colecciones de compuestos 
mediante síntesis en paralelo. Además de permitir aumentar significativamente la escala 
de trabajo, la metodología permite monitorizar el curso de las reacciones e incluso 
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eliminar impurezas y subproductos que, de otro modo, contaminarían irreversiblemente el 
producto anclado a un soporte sólido. 
 
Sustrato + Reactivos Producto(s) + Exceso/Subproductos
Síntesis en fase sólida
Síntesis en disolución asistida por reactivos soportados
Sustrato + Reactivos Producto(s) + Exceso de subproductos
Reactivo + Sustrato Producto(s) + Exceso de subproductos  
 
Esquema 1. Esquema general de la síntesis en fase sólida frente a la síntesis en disolución asistida 
por reactivos soportados. 
 
Al amparo de estas metodologías han emergido diferentes estrategias que hacen 
uso de soportes sólidos, como las que utilizan el concepto de “captura y liberación” 
(catch-and-release).68 El uso de un soporte sólido convenientemente funcionalizado para 
capturar covalente o supramolecularmente el producto (catch) de una disolución, 
separándolo temporalmente de contaminaciones o subproductos, y permitiendo su 
liberación posterior (release), permite visualizar una técnica híbrida entre la síntesis en 








Esquema 2. Esquema general del concepto de “captura y liberación”. 
 
Contribuciones como las realizadas por el grupo de Ley durante los últimos años 
dan una clara perspectiva del nivel de excelencia alcanzado por estas técnicas69 y 
demuestran como su combinación puede resultar de gran utilidad para la síntesis de 
productos naturales.70  
En principio, la funcionalización de plataformas multifuncionales podría verse 
facilitada mediante la aplicación de las metodologías de síntesis asistida por soportes 
sólidos.33,71 Una estrategia que permitiese transferir covalentemente los elementos 
funcionales a la plataforma de forma directa y selectiva desde un soporte sólido 
representaría una ventaja sustancial sobre los métodos clásicos de funcionalización en 
disolución (Esquema 3). Esto simplificaría el proceso de purificación de los conjugados, 
aún en el caso de usar excesos importantes de elemento que se transfiere dado que este 
permanecería soportado. Además, si fuese posible construir los elementos funcionales que 
se pretenden transferir sobre el mismo soporte sólido podrían aprovecharse el resto de 
ventajas que ofrecen las metodologías de síntesis en fase sólida. 
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2.3.2. Concepto de anclaje de seguridad o de liberación controlada 
 
La dificultad intrínseca para implementar el concepto anteriormente expuesto 
radica en la necesidad de disponer de una función química de anclaje al soporte sólido 
que sea completamente resistente a las condiciones de elaboración del elemento funcional 
y, al mismo tiempo, lo suficiente reactiva como para transferirlo en las condiciones más 
suaves posibles a la plataforma molecular de destino. 
Una solución creativa para compaginar estas dos características, en principio 
incompatibles, la propuso Kenner hace casi 40 años. En 1971, describió el concepto del 
elemento de anclaje de seguridad o de liberación controlada (safety-catch linker),72 
basado en la utilización de un grupo funcional químicamente inerte al abanico de 
condiciones de reacción más amplio posible y que, tras una activación selectiva, se 
convierte en un grupo lábil en condiciones suaves. La aplicación diseñada por Kenner 
para demostrar su concepto, orientada a la síntesis en fase sólida de péptidos, en alza en 
aquella época, se basaba en la utilización de una N-acilsulfonamida aromática como 
elemento de anclaje al soporte sólido que, tras ser N-alquilada, liberaba el conjugado en 
presencia de nucleófilos en condiciones suaves (Esquema 4). Las N-acilsulfonamidas son 
inertes en condiciones ácidas (TFA, HBr-AcOH) necesarias para la eliminación de 
algunos grupos protectores, mientras que el medio alcalino ioniza el grupo NH (pKa 
~2.5), haciendo que la función amida sea muy resistente al ataque nucleófilo. Cuando se 
produce la alquilación en el nitrógeno de la acilsulfonamida la ionización ya no es posible 
y el grupo carbonilo se vuelve muy sensible al ataque por nucleófilos. 




Esquema 4. Esquema general del concepto de “liberación controlada" (safety-catch linker). 
 
La repercusión limitada que tuvo en su momento el concepto original de Kenner 
se debe a la dificultad de incorporar en el esquema sintético el nuevo grupo funcional (la 
N-acilsulfonamida) en comparación con otros elementos de enlace convencionales. Sin 
embargo, el principio del anclaje de seguridad ha sido explorado empleando la 
reactividad química peculiar de una amplia gama de grupos funcionales, describiéndose 
versiones alternativas en las que la activación del elemento de anclaje se logra mediante 
otras estrategias como, por ejemplo, la oxidación de un tioéter a una sulfona73 o la 
reducción de un sulfóxido a sulfuro (anclaje de seguridad de Lebl (Scal linker)).74 Otros 
ejemplos de anclajes de seguridad son las benzoínas fotosensibles protegidas como 
ditianos descritas por Chan75 y Routledge,76 los basados en selenio descritos por 
Nicolaou,77 o los derivados de catecoles78 (Figura 4). 
 
















































Figura 4. Ejemplos de anclajes de liberación controlada, indicando el punto de activación (rojo) y 
el de liberación (azul). A y B, oxidación de un tioéter a una sulfona;73 C,  benzoínas fotosensibles 
protegidas como ditianos;75,76 D, catecoles;78 E, basados en selenio descritos por Nicolaou;77 F, 
anclaje de seguridad de Lebl.74 
 
Más recientemente, los problemas asociados al diseño original de la sulfonamida 
de Kenner han sido en buena parte resueltos por Ellman mediante la optimización de la 
estructura del elemento de anclaje y del método de activación (Figura 5).79,80 Por un lado, 
el uso de una sulfonamida alifática aumenta la eficacia de la etapa de incorporación en el 
soporte del elemento de anclaje (acilación inicial) y la de la activación previa a la 
liberación (alquilación final). Por otro, el uso de haloacetonitrilos como agentes 
alquilantes simplifica la etapa de activación y asegura una mayor selectividad, al tiempo 








Figura 5. Sulfonamidas de Ellman como elementos de anclaje de liberación controlada. 
 
Estas mejoras han aumentado significativamente la versatilidad del anclaje de 
seguridad de Kenner y, consecuentemente, se han multiplicado el número de 
aplicaciones.81  
Backes y Ellman han demostrado que este elemento de anclaje es completamente 
compatible con los grupos protectores más habituales en síntesis de péptidos (Boc y 
Fmoc).79 Además, Yang y Motiello han demostrado que es posible promover la liberación 
del soporte mediante un ataque nucleófilo intramolecular, lo que constituye una ruta muy 
eficaz para la síntesis de péptidos cíclicos.82 Ingenito ha demostrado que la reacción de 
liberación se puede realizar con tioles como nucleófilos, lo que ha facilitado el acceso a 
tioésteres,83 herramientas fundamentales en la síntesis de proteínas desde el 
descubrimiento de la ligación química nativa (native chemical ligation).84,85 Pero su 
aplicación no se ha limitado a la síntesis de péptidos. Grupos como los de Bertozzi,86 
Macmillan87 o Unverzagt88 la han extendido a la síntesis de glicopéptidos y Wong89 a la 
síntesis de oligosacáridos. Se han descrito numerosas aplicaciones de síntesis orientada a 
la diversidad90 y de productos naturales.91 Los grupos del Waldmann92 y Shin93 han 
ampliado la aplicación del anclaje de Ellman describiendo la elaboración de conjugados 
marcados con elementos bioactivos y sondas de monitorización para estudiar procesos de 
reconocimiento biológico que implican carbohidratos. 
Existe una amplia variedad de ejemplos que ilustran la eficacia del elemento de 
anclaje de liberación controlada de Ellman como agente acilante.94 La posibilidad de 
elaborar, mediante técnicas de síntesis en fase sólida, conjugados que, en una etapa 
posterior, puedan ser transferidos a una molécula en disolución con muy buena 
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selectividad resulta una aproximación muy atractiva y presenta, además, excelentes 
oportunidades para la funcionalización de macromoléculas o moléculas polifuncionales. 
Con objeto de explorar esta aproximación, nos hemos propuesto en esta Tesis el 
desarrollo de una metodología para la funcionalización de plataformas multifuncionales 
basada en la transferencia quimioselectiva de conjugados elaborados en fase sólida, 
explotando el concepto del elemento de anclaje de liberación controlada. Teniendo en 
cuenta la utilidad de los glicoconjugados multivalentes para el estudio de las 
interacciones específicas entre carbohidratos y proteínas, nos hemos fijado como objetivo 
la síntesis de derivados de βCD funcionalizadas con antenas sacarídicas, una familia de 
compuestos que ha demostrado un gran potencial como sistemas de transporte específico 
de fármacos.25 Esto permitiría minimizar los complicados procesos de purificación 
asociados a la síntesis clásica de glicoconjugados multivalentes y acceder a una amplia 
gama de estructuras, modificando los elementos de construcción empleados. Además, la 
liberación controlada del soporte sólido permitiría transferir el conjugado a una molécula 
que presente una función adicional (sonda de seguimiento, transporte de moléculas, 
grupos funcionales reactivos, etc…). Como estudio previo, también hemos evaluado la 
utilidad de esta estrategia para la funcionalización de plataformas de baja valencia más 
simples. 
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2.4. Resultados y discusión 
 
Para explorar las posibilidades de esta aproximación se diseñaron una serie de 
elementos base que permitiesen acceder a la mayor diversidad posible de estructuras 
glicodendríticas construidas sobre el soporte sólido utilizando elementos compatibles con 
la reactividad del elemento de anclaje al soporte sólido de Ellman.79 Se eligieron unidades 
de construcción susceptibles de enlazarse entre sí mediante uniones de tipo amida o urea, 
que pueden generarse mediante reacciones quimioselectivas que funcionan con altos 
rendimientos y en condiciones compatibles con la multifuncionalidad de los 
carbohidratos. Así, como elementos de ramificación se emplearon las estructuras de tipo 
AB2 y ABC, 2 y 5 respectivamente, que permiten diseños homo- o heteromultivalentes. 
Como elementos de biorreconocimiento se emplearon glicodendrones trivalentes de 
configuración α-D-mano- (6) y β-D-gluco (7). Además de estos, se ha incluido en el juego 
de elementos de construcción un derivado del ácido o-aminobenzoico (Abz, 96) como 













































Figura 6. Elementos de construcción para la síntesis de glicoconjugados multivalentes en fase 
sólida. 
2.4.1. Síntesis de elementos de base 
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El elemento de ramificación bifuncional 2 se obtuvo por alquilación del grupo 
amino secundario de la bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]amina (97)25 con 
bromoacetato de metilo y posterior saponificación del éster (1) para dar el ácido 
carboxílico correspondiente (Esquema 5). 
 
Esquema 5. Síntesis del elemento de ramificación bifuncional. Reactivos y condiciones: a) 
BrCH2CO2Me, Et3N, DMF, 24 h, 85%. b) MeONa, MeOH-H2O (1:1), 24 h, 99%.  
 
La obtención del elemento de ramificación trifuncional 5 requirió un esquema de 
síntesis un poco más largo. En primer lugar se llevó a cabo el desplazamiento nucleófilo 
del grupo tosilo en el p-toluensulfonato de 2-azidoetanol (98)25 por la 2-(terc-
butoxicarbonilamino)etilamina para dar 3. Posteriormente se alquiló el grupo amino 
secundario con bromoacetato de metilo, obteniéndose el éster metílico 4 que, finalmente, 




Esquema 6. Síntesis del elemento de ramificación trifuncional. Reactivos y condiciones: a) 
K2CO3, MeCN, 80 ºC, 24 h, 60%. b) BrCH2CO2Me, Et3N, DMF, 24 h, 80%. c) MeONa, MeOH-
H2O (1:1), 24 h, 99%.  
Finalmente, los tris-glicósidos de configuración α-D-mano (6) y β-D-gluco (7) se 
sintetizaron a partir de las correspondientes aminas 9995 y 10096 por reacción con 
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trifosgeno (BTC, bis(triclorometil)carbonato) a 0 ºC en diclorometano seco con buenos 
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X = NH2, 100
X = NCO, 7
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Esquema 7. Síntesis de las antenas sacarídicas. Reactivos y condiciones: a) BTC, Et3N, CH2Cl2,   
0 ºC, 30 min, 70%. 
 
2.4.2. Ensamblaje de elementos de base en el soporte sólido 
 
El esquema sintético desarrollado en fase sólida parte de una resina de 
poliestireno comercial funcionalizada con el elemento de anclaje de Ellman (ácido 4-
sulfamilbutírico). Para asegurar una carga óptima de la resina se instaló, en primer lugar, 
un segmento de glicina mediante preactivación del aminoácido N-protegido con Fmoc 
con diisopropilcarbodiimida (DIC) y 4-(N,N-dimetilamino)piridina (DMAP). De este 
modo se asegura una completa acilación de la sulfonamida y se evita la epimerización en 
el carbono α79 al tiempo que se dispone de un espaciador útil para evitar los efectos 
estéricos tanto en la unión de los elementos de ramificación como en la liberación del 
compuesto final con el nucleófilo. A continuación se desprotege el grupo amino de la 
glicina usando piperidina al 20% en DMF y se acopla el correspondiente elemento de 
ramificación (2 o 5), activado con TBTU, mediante una unión tipo amida, obteniéndose 
resinas mono- o bifuncionales, respectivamente, con el mismo esqueleto dendrítico. La 
resina monofuncional (101) puede ser utilizada para preparar glicodendrones 
homomultivalentes mientras que la bifuncional (102), con dos grupos funcionales 
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nitrogenados ortogonalmente protegidos, permite el diseño de dendrímeros 











R = Boc, X = NHBoc, 101
R = Boc, X = N3, 102
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Esquema 8. Construcción modular de glicoconjugados homo- y heteromultivalentes. Reactivos y 
condiciones: a) i, FmocGlyOH, DIC, DMAP, CH2Cl2, 3 h; ii, Piperidina-DMF (1:4), 15 min; iii, 2 
(→ 101) o 5 (→ 102), TBTU, DIPEA, CH2Cl2, 3 h. b) TFA-CH2Cl2 (1:1), 2 h. c) 6, Et3N, CH2Cl2, 
18 h. d) 1,3-propanoditiol, SnCl2, Et3N, DMF, 18 h. e) 7, Et3N, CH2Cl2, 18 h. f) 96, TBTU, 
DIPEA, CH2Cl2, 3 h. 
 
El acoplamiento de las antenas sacarídicas al soporte sólido es una etapa crucial. 
Para evitar una funcionalización incompleta de la resina es necesaria una reacción que 
ocurra con buenos rendimientos. Se decidió usar la reacción de formación del grupo urea 
entre aminas e isocianatos, muy utilizadas en las síntesis de dendrímeros.97 Aunque los 
isocianatos derivados de azúcares son a menudo inestables,98 los tris(2-
glicosiloximetil)metil derivados 6 y 7, con la función isocianato sobre un carbono 
cuaternario, son glicodendrones trivalentes lo suficiente estables como para permitir su 
manipulación.99  
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La hidrólisis ácida de los grupos carbamato de 101 y el posterior acoplamiento de 
la amina resultante con el isocianato 6 en diclorometano seco en presencia de Et3N 
condujo al conjugado hexamanosilado sobre la resina 105 (Esquema 8). La resina 
bifuncional 104 es una materia de partida particularmente versátil. Recientemente se ha 
demostrado que sistemas heteromultivalentes relativamente sencillos con una distribución 
controlada de los ligandos son modelos de regiones heterogéneas del glicocalx que 
permiten el estudio de los fenómenos de unión a la membrana celular en los que 
intervienen carbohidratos.28 La unión del isocianato 6 con la resina 104 se llevó a cabo en 
diclorometano seco con Et3N. Posteriormente se redujo la azida empleando el sistema 
SnCl2─1,3-propanoditiol,100 reacción cuyo curso se monitorizó mediante espectroscopia 
de IR sobre las propias partículas de resina. Por último, el acoplamiento de la amina 
resultante con el trisglucósido 7 en diclorometano anhidro catalizado con Et3N condujo al 
dendrón mixto 106 sobre la resina. La resina 104 permite, además, introducir elementos 
no glucídicos en la construcción, como el ácido o-aminobenzóico (96) (→ 107), una 
sonda fluorescente muy útil (Esquema 8).101 
 
2.4.3. Liberación del soporte y transferencia de glicoconjugados a nucleófilos en 
disolución 
 
Aunque el objetivo último es la transferencia selectiva de glicoconjugados desde 
el soporte sólido a plataformas multifuncionales como CDs, se ha comenzado estudiando 
la liberación de los conjugados multivalentes con nucleófilos más simples. Para  ello se 
seleccionaron una serie de aminas de complejidad estructural creciente (Figura 7): la 
bencilamina (108), la 4-azidobutilamina (109), que introduce un grupo funcional 
adicional que podría ser empleado para modificaciones posteriores, y el metil 6-amino-6-
desoxi-α-D-glucopiranosido (110), como modelo de derivado de carbohidrato. Una vez 
optimizado el proceso de liberación/transferencia con estos nucleófilos, la estrategia se ha 
extendido al derivado de βCD con un grupo amino en el carbono 6 (111). 
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Esquema 9. Liberación nucleófila de los glicoconjugados homo- y heteromultivalentes. Reactivos 
y condiciones: a) I-CH2CN, DIPEA, DMF, 18 h. b) 108-111, DIPEA, DMF, 18 h. 
 
El grupo N-acilsulfonamida presenta un protón relativamente ácido (pKa ~ 2.5), 
lo que permite que el átomo de nitrógeno sea fácilmente alquilable en condiciones suaves 
compatibles con casi cualquier otra funcionalidad. La N-acil-N-alquilsulfonamida que se 
genera es extraordinariamente sensible al ataque por nucleófilos. Cuando la alquilación se 
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lleva a cabo con grupos atractores de electrones es posible usar aminas como nucleófilos 
para generar la correspondiente amida en condiciones suaves. En nuestro caso, el grupo 
funcional N-acilsulfonamida se alquiló selectivamente usando yodoacetonitrilo en 
DMF.79 Utilizando un exceso de tres equivalentes de bencilamina (108) como modelo de 
nucleófilo, obtuvimos una liberación limpia de los glicodendrones del soporte sólido, con 
la formación simultánea del conjugado de bencilamina 8 (Esquema 9) (Tabla 1, entrada 
1). Es interesante el hecho de que el rendimiento de la liberación prácticamente no se ve 
afectado cuando utilizamos un ligero defecto de amina (Tabla 1, entrada 2), facilitando la 
purificación y ampliando el rango de posibles nucleófilos a estructuras más elaboradas. 
De esta forma, cuando utilizamos la 4-azidobutilamina (109), el correspondiente 
glicodendrón funcionalizado (9) se obtiene con un rendimiento similar (Tabla 1, entrada 
3) (Esquema 9). Resultados comparables se obtuvieron en la liberación de las resinas 
bifuncionales 106 y 107 con bencilamina para dar 10 y 11 respectivamente (Tabla 1, 
entradas 4 y 5). 
 
Tabla 1. Liberación controlada de glicoconjugados multivalentes 
(aestimado sobre la carga inicial de la resina). 
Entrada Resina NuH  (eq.) Producto Rendimiento (%)a 
1 105 108   (3.0) 8 77 
2 105 108   (0.9) 8 75 
3 105 109   (0.9) 9 70 
4 106 108   (0.9) 10 67 
5 107 108   (0.9) 11 75 
6 105 110   (0.9) 12 71 
7 105 111   (0.9) 13 68 
 
Al utilizar un pequeño defecto de nucleófilo, éste se consume completamente. De 
esta forma, el conjugado liberado 8, se obtiene con una alta pureza tan solo filtrando la 
resina y evaporando el disolvente. Su homogeneicidad se confirmó mediante EM-ESI y 
RMN (Figura 8). No obstante, de manera generalizada, se llevó acabo una purificación 
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por cromatografía de permeación sobre gel (Sephadex LH-20) antes de la caracterización 
completa de los conjugados liberados. 
 
 
Figura 8. Espectro de 13C RMN (CDCl3, 125.7 MHz, 313 K) de 8. 
 
Una ventaja adicional del conector seleccionado es la ausencia de reactividad 
frente a hidroxilos primarios y secundarios, incluso cuando éstos se presentan en un gran 
exceso. Así, utilizando el metil 6-amino-6-desoxi-α-D-glucopiranosido (110) como 
nucleófilo, se obtuvo el conjugado 12 con total quimioselectividad (Tabla 1, entrada 6). 
El gran potencial de esta metodología para la síntesis de estructuras multivalentes 
más complejas se demostró mediante la preparación del glicodendrímero conjugado a una 
unidad de βCD. La liberación quimioselectiva del hexamanósido soportado en la resina 
105 por la monoamina de la βCD (111) condujo a 13 con un excelente rendimiento y 
pureza (Tabla 1, entrada 7). La hidrólisis de los grupos protectores acetato en medio 
básico condujo al derivado de βCD 14 completamente desprotegido. Es interesante 
destacar que, en comparación con la síntesis en fase homogénea, la síntesis asistida por 
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fase sólida presenta ventajas evidentes en cuanto a rapidez y eficacia, pasándose de un 
rendimiento global del 28% en una síntesis laboriosa de unas dos semanas25 a un 
rendimiento global del 68% en tres días. El compuesto 14 presentó una elevada afinidad 
por la lectina específica de manosa Concanavalina A (Con A) y capacidad de inclusión de 
moléculas orgánicas hidrófobas, entre las que se encuentran principios activos como el 
anticanceroso docetaxel (Taxotero®), análogas a las descritas anteriormente para 
estructuras similares.25  
La afinidad del compuesto 14 por la Con A se evaluó siguiendo el protocolo 
ELLA (Enzyme-Linked Lectin Assay).102 Este ensayo determina la capacidad de un 
ligando en disolución (14) para inhibir la asociación del receptor (Con A) a un ligando de 
referencia (manano de levadura) inmovilizado en la placa de valoración. Los resultados 
indicaron que la afinidad de 14 frente a Con A aumenta unas 100 veces con respecto a la 
determinada para el metil α-D-manopiranósido, un ligando de referencia monovalente. 
Para determinar la capacidad de inclusión del docetaxel en 14 se preparó una 
disolución de docetaxel en acetona y se adicionaron alícuotas de esta disolución a otra 
disolución del conjugado 14 en agua. La mezcla se calentó a 50 ºC en un matraz sellado 
durante toda la noche, manteniéndose a 25 ºC durante otras 24 h. Después se evaporó la 
acetona con una corriente de N2 y la capacidad de solubilización del fármaco se estimó 
filtrando el precipitado insoluble tras la evaporación de la acetona y la liofilización de la 
disolución acuosa, observándose un aumento de cerca de tres órdenes de magnitud en la 
solubilidad del docetaxel en agua (de 4 mg/L hasta ~3 g/L) en una disolución 50 mM de 
14. 
 
2.4.4. Liberación del soporte y transferencia sobre plataformas multivalentes 
 
Los resultados descritos anteriormente demuestran la versatilidad del concepto 
del anclaje de liberación controlada para la funcionalización selectiva de moléculas 
complejas como ciclodextrinas con antenas bioactivas, evitando los inconvenientes 
asociados a metodologías de síntesis en disolución. Además, la eficacia sintética sugiere 
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que el espectro de aplicación de este concepto podría ampliarse a la funcionalización de 
plataformas con múltiples centros reactivos, como núcleos dendríticos o plataformas 
multivalentes. 
Como se ha comentado anteriormente, el control de la arquitectura 
macromolecular es un factor determinante en el diseño racional de moléculas con 
actividad biomédica. En este contexto, las propiedades peculiares de los dendrímeros 
tales como uniformidad, monodispersidad y multivalencia, han atraído la atención de los 
investigadores.48 Sin embargo, la funcionalización homogénea de estas plataformas 
mediante aproximaciones clásicas se vuelve exponencialmente más complicada a medida 
que crece la estructura. Una alternativa para sortear este inconveniente podría ser el uso 
del concepto del anclaje de liberación controlada para transferencia selectiva desde un 
soporte sólido sobre el núcleo dendrítico. 
Para realizar una evaluación preliminar de esta posibilidad se ha seleccionado un 
modelo de conjugado dendrítico y se ha estudiado su transferencia sobre dos plataformas 
simples con dos o tres centros reactivos, la 1,2-etilendiamina (EDA) y la tris(2-














Figura 9. Estructuras del modelo de conjugado dendrítico y plataformas di- y trivalentes. 
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Esquema 10. Liberación por nucleófilos multivalentes EDA y TREN. Reactivos y condiciones: a) 
I-CH2CN, DIPEA, DMF, 18 h. b) EDA (→ 15) o TREN (→ 16), DIPEA, DMF, 18 h. 
 
Para la elaboración del conjugado soportado se ha seguido la misma estrategia 
descrita anteriormente para 101 (sección 2.4.2). La alquilación de la acilsulfonamida se 
llevó a cabo mediante tratamiento de 101 con un exceso de yodoacetonitrilo en presencia 
de DIPEA en DMF (Esquema 10). Con fines comparativos, se ha llevado a cabo la 
preparación de 15 y 16 mediante síntesis en disolución a partir de los sintones descritos 
anteriormente (Esquema 11).  
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Esquema 11. Síntesis de los dendrímeros basados en EDA y TREN. Reactivos y condiciones: a) 
TBTU, Et3N, 24 h, 99%. b) NaOH, THF-H2O (1:2), 5 h, 99%. c) EDA, TBTU, DIPEA, 24 h, 
62%. d) TREN, TBTU, DIPEA, 24 h, 42%. 
 
El acoplamiento peptídico de la glicina metil éster (H-Gly-OMe) con 2, 
promovido por TBTU, (→ 17) seguido de saponificación del metiléster condujo a 18 con 
buenos rendimientos. Posteriormente, el acoplamiento a EDA y TREN se llevó a cabo 
también en presencia de TBTU y medio básico (DIPEA), conduciendo a los dendrímeros 
15 y 16, respectivamente. 
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Con el fin de determinar las condiciones óptimas de transferencia se han diseñado 
una serie de experimentos de liberación cuya monitorización se ha realizado 
cualitativamente mediante cromatografía de capa fina, en comparación con los patrones 
sintetizados en disolución, y espectrometría de masas. 
En una primera aproximación, se aplicaron las condiciones optimizadas para la 
transferencia de glicoconjugados a moléculas monofuncionales. Así, la resina 101 se 
alquiló con yodoacetonitrilo y posteriormente se suspendió en una disolución de EDA 
(0.9 eq.) en presencia de DIPEA en DMF a t.a. durante 24 h. El análisis de la suspensión 
mediante cromatografía en capa fina indicó la formación de un producto principal con la 
misma movilidad cronológica que el patrón preparado en disolución. Sin embargo, la 
espectrometría de masas permitió detectar, además de 15, la presencia de una proporción 
apreciable del producto correspondiente a la transferencia de una unidad sobre EDA (m/z 
461.3 [M + H]+, Figura 10A). Tiempos de reacción más prolongados o temperaturas más 
altas (40 ºC) no mejoraron el perfil del espectro de masas. Hay que destacar que la 
proporción relativa de productos no es directamente proporcional a la intensidad relativa 
de las señales del espectro de masas, ya que estas dependen en buena medida de la 
facilidad con que se ionice cada uno de los productos. En el modo de monitorización de 
cationes, la ionización de especies con grupos aminos está favorecida por su facilidad 
para protonarse, de manera que la detección cualitativa de los productos intermedios de la 
reacción se puede realizar hasta niveles que otras técnicas no podrían. 
 
Cuando el experimento se repitió empleando solo 0.4 eq. de EDA, tanto a t.a. 
como a 40 ºC, el único producto observado en espectrometría de masas es 15 (Figura 
10B). La presencia del intermedio es prácticamente indetectable en ambos casos. 

































Figura 10. Espectros de masas de la liberación de 101 con 0.9 eq. (A) y 0.4 eq. (B) de EDA. 
 
La presencia de productos de transferencia parcial es aún más evidente cuando 
este mismo experimento se realiza con TREN (→ 16). En el caso del ensayo con 0.9 eq., 
el aducto difuncionalizado es predominante (Figura 11A). Incluso registrando el espectro 
en el modo negativo, en el que la ionización de los productos de transferencia parcial no 
está tan favorecida, el producto difuncionalizado sigue siendo mayoritario (m/z 981.5 [M 
+ Cl]-, Figura 11B). En los experimentos de transferencia empleando TREN no se 
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Figura 11. Espectros de masas de la liberación de 101 con 0.9 eq. (A, modo positivo; B modo 
negativo) y 0.5 eq. (C, modo positivo; D, modo negativo) de TREN. 
 
Estos resultados parecen indicar que la velocidad de la reacción disminuye 
significativamente a medida que el tamaño de los productos aumenta, lo cual es más 
evidente en el caso de los ensayos con TREN. En principio sería posible compensar este 
efecto sometiendo al aceptor a un exceso permanente del conjugado soportado. Esta 
hipótesis se ha confirmado monitorizando el curso de un experimento en el que se ha ido 
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añadiendo lentamente la poliamina sobre la resina activada. Después de 24 h del inicio de 
la reacción se comprobó que la cantidad inicial de TREN (0.25 eq.) se había consumido 
completamente para formar el dendrímero 16 (Figura 12A) momento en el que se realizó 
la siguiente adición. El segundo (hasta 0.45 eq.) y tercer ciclo (hasta 0.55 eq.) también 
resultan exitosos (Figuras 12B y C) ya que la presencia de aductos de funcionalización 
parcial es imperceptible. Llegar a este punto ya supone un progreso importante respecto a 
los ensayos de adición directa anteriormente comentados, sin embargo, con este 
procedimiento es posible llegar algo más lejos. Empleando 0.6 eq., tras 24 h aún es 
posible detectar la señal para el aducto difuncionalizado (Figura 12D), pero tras otras 48 
h de reacción se logra completar la reacción. El resultado no se modificó empleando más 
cantidad de TREN. 
 
1369.7




































200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z  
 


































200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z  
Figura 12. Espectros de masas de la liberación de 101 con adiciones sucesivas de TREN (A, 0.25 
eq.; B, 0.45 eq.; C, 0.55 eq.; D, 0.6 eq.; E, 0.65 eq.). 
 
En resumen, en este capítulo se ha puesto de manifiesto la versatilidad del anclaje 
de liberación controlada de Ellman basado en N-acilsulfonamidas para la 
funcionalización selectivas de plataformas multifuncionales. Por un lado, se ha 
desarrollado una metodología para la síntesis asistida en fase sólida de glicoestructuras 
multivalentes. La metodología permite la síntesis rápida y flexible de homo- y 
heteroligandos multivalentes y su conjugación quimioselectiva a una molécula aceptora 
con funcionalidades adicionales. Por otro, se ha realizado una evaluación de la 
metodología para la funcionalización homogénea de plataformas multivalentes. En ambos 
casos, el esquema sintético se puede ver significativamente acelerado, al mismo tiempo 
que las purificaciones por cromatografía se hacen prácticamente innecesarias (dos de los 
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3. Diseño de ciclodextrinas policatiónicas como antitoxinas del ántrax 
  
3.1. El ántrax 
 
El ántrax es una enfermedad causada por el Bacillus anthracis, una bacteria 
Gram-positiva de forma cilíndrica capaz de formar esporas típicamente asociada al 
ganado vacuno y lanar, para el que resulta letal (Figura 13).46,103 Sus esporas son 
extremadamente resistentes, pudiendo sobrevivir en la tierra durante más de 100 años. En 
condiciones normales, su incidencia en humanos es rara. Solo ocurre en individuos en 
contacto directo con animales de granja contaminados o sus productos (cuero, lana, 
etc...). La enfermedad puede manifestarse de tres formas dependiendo de la vía de 
infección.104 Por un lado, en la infección por vía cutánea (que ocasiona el ántrax cutáneo, 
también conocido como carbunco), causada por esporas que infectan heridas o erosiones 
en la piel, la bacteria rara vez se propaga por el organismo y la infección, por regla 
general, se resuelve sin mayores complicaciones. La infección gastrointestinal, que 
resulta de la ingestión de las esporas, es poco frecuente pero, normalmente, letal. Y la 
infección por vía respiratoria, que es la forma más peligrosa, causada por la inhalación de 
esporas suspendidas en el aire que son capaces de alcanzar los alvéolos pulmonares, 
donde germinan y desde los cuales se pueden propagar a través del torrente sanguíneo por 
todo el organismo.105  
 
Figura 13. Micrografía del Bacillus Anthracis (izquierda) y de sus esporas (derecha). 
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El Bacillus anthracis debe su virulencia a dos factores: su cápsula 
antifagocítica106 y su toxina.107 Durante una infección sistémica, como la que ocurre por 
vía respiratoria, el  Bacillus anthracis se puede replicar hasta niveles altísimos en el 
torrente sanguíneo. En este punto de la infección, aunque una terapia agresiva basada en 
la administración de antibióticos puede evitar el crecimiento bacteriano, el nivel de toxina 
acumulada en el organismo suele ser letal.108 La alta mortalidad de esta forma de 
infección, que roza el 100%, ha resultado un atractivo reclamo para aquellos que buscan 
nuevas armas bacteriológicas. Para este fin, incluso se han desarrollado cepas bacterianas 
resistentes a los tratamientos antibióticos.109  
Las vacunas desarrolladas para prevenir la infección por Bacillus anthracis, 
algunas hace cerca de 40 años, no reúnen los requisitos impuestos por la medicina 
moderna:110 requieren revacunación periódica, están asociadas a efectos secundarios que 
no están completamente caracterizados y, evidentemente, no resultarían eficaces para el 
tratamiento de individuos infectados. El desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento 
del ántrax es, por tanto, una prioridad para contrarrestar la amenaza de una posible guerra 
bacteriológica.  
Recientes estudios han puesto de manifiesto que el desarrollo de nuevas terapias 
antimicrobianas debe centrarse, más que en la obtención de agentes terapéuticos que 
ataquen la viabilidad del agente infeccioso (antibióticos convencionales), en bloquear las 
funciones esenciales para su infección (toxinas o factores virulentos).111 Esta observación 
es especialmente acertada en el caso del ántrax que, adicionalmente, puede considerarse 
como un modelo paradigmático para el diseño de antitoxinas desde un punto de vista 
académico. El diseño racional de antitoxinas contra el ántrax, pasa por conocer en detalle 
la estructura de su toxina y entender en profundidad el mecanismo por el cual se 
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3.2. La toxina del ántrax: estructura y modo de acción 
 
La toxina del ántrax, descubierta a mediados del siglo XX, está constituida por 
tres proteínas: un factor letal (FL), un factor de edema (FE)112 y un antígeno protector 
(AP). Ninguna de las tres tiene propiedades tóxicas individualmente, sin embargo, la 
combinación de cualquiera de las dos primeras con AP sí. Así, la combinación de FL con 
AP puede causar la muerte en animales de laboratorio y la de FE con AP origina edemas 
en la zona de inyección. Estas características sugieren que la toxina del ántrax es una 
toxina tipo AB, en la cual FL y FE son las unidades con acción enzimática (unidades A) y 
AP es un dispositivo que facilita su acceso al citoplasma (unidad B). FE y FL  guardan en 
común su afinidad por el AP, pero poseen distinta actividad enzimática. El factor de 
edema (FE) es una adenilato ciclasa dependiente de calcio y calmodulina113 (CaM) cuya 
acción conduce a un aumento de la concentración intracelular de adenosin monofosfato 
cíclico (cAMP), un modo de acción bastante extendido entre las bacterias,114 ya que la 
acumulación en macrófagos de cAMP (asociado a un alto consumo de ATP) inhibe la 
fagocitosis de bacterias.115 
El factor letal (FL), por su parte, es una metalo-proteasa de 90 kD dependiente de 
zinc capaz de hidrolizar con una selectividad absoluta el extremo N-terminal del dominio 
de reconocimiento las quinasas de proteína quinasa activadas por mitógeno 
(MAPKKs).116 Las MAPKKs juegan un papel fundamental en el mecanismo de defensa 
frente a antígenos. Su hidrólisis impide el correcto reconocimiento de sus substratos y 
bloquea la cascada de señales biológicas que activan los mecanismos tanto de respuesta 
inmune innata como adaptativa. La acción del FL conduce a hipoxia, consumo anómalo 
de ATP, aumento de la permeabilidad a iones en distintos tejidos117 (en macrófagos 
incluso induce la lisis celular)118 y, en última instancia, a la muerte del anfitrión.  
El antígeno protector (AP), denominado así por facilitar la acción de FL y FE, es 
el vehículo que emplean dichos factores para acceder al citosol. Ésta es una función 
compleja que hace que su estructura varíe significativamente en las diferentes etapas de la 
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infección. El proceso por el cual los factores tóxicos (FE y FL) entran en la célula está 
relativamente bien caracterizado en la actualidad (Figura 14).119  
 
Figura 14. Representación esquemática del mecanismo de acción de la toxina del ántrax. 
 
La acción comienza cuando el AP, excretado por la bacteria en su forma íntegra 
(AP83),120 es reconocido por ciertos receptores específicos de la membrana celular (A en 
Figura 14). Hay estudios en la bibliografía que demuestran que algunos de estos 
receptores121 están presentes de forma generalizada en la mayoría de las células eucariotas 
y, eventualmente, con altos niveles de expresión.122 AP83 no es funcional por si mismo y 
necesita ser proteolíticamente activado (B en Figura 14). Una vez unido al receptor, AP83 
es hidrolizado por una proteasa (furina) produciendo dos fragmentos: AP20 y AP63. El 
primero de ellos se disocia mientras que el segundo, que constituye la forma activa el 
antígeno protector, permanece asociado a su receptor celular. El AP63 oligomeriza 
espontáneamente para formar un complejo de simetría heptamérica (C en Figura 14).123 
Una vez formada la estructura heptamérica se despliega uno de sus dominios para 
insertarse en la membrana en un proceso dependiente del pH. Dicho proceso ocurre en los 
endosomas ya que en ellos se crea un entorno ligeramente ácido (pH ~ 6) que 
desencadena el cambio conformacional. Esto permite a las siete unidades crear una 
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estructura de barril-β de 14 cadenas peptídicas que atraviesa la membrana del endosoma 
(Figura 15b).124 Los factores FL y FE se pueden asociar competitivamente al pre-poro, 
formando complejos que incorporan hasta tres moléculas de FL o FE indistintamente (D 
en Figura 14).125 
 
Figura 15. Estructura heptamérica formada por AP63 ([AP63]7): A, vista axial; B, vista lateral del 
conjunto desplegado a través de la membrana. 
 
La oligomerización de AP63 y su interacción con los factores tóxicos promueven 
la endocitosis del complejo, que sufre el cambio conformacional al disminuir el pH en el 
endosoma y lo convierte en un canal de conducción iónica que atraviesa la membrana del 
mismo (E en Figura 14).126 La translocación de FE y FL, a través de este canal, hacia el 
citosol está ligada a dicho cambio conformacional; sin embargo el mecanismo a través del 
cual esto sucede no está claro.127 Una vez en el citosol, FE cataliza la conversión de ATP 
en cAMP y FL actúa proteolíticamente sobre MAPKKs. Aunque este mecanismo se ha 
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3.2.1. Estrategias frente a la toxina del ántrax 
 
La evolución de cepas resistentes frente a la práctica totalidad de los antibióticos 
descritos, junto a las peculiaridades anteriormente comentadas del modo de acción del 
Bacillus anthracis y su toxina, han orientado la estrategia a seguir para combatir el ántrax 
hacia el diseño de antitoxinas. El conocimiento de su complejo mecanismo de acción ha 
permitido identificar una serie de etapas cuyo bloqueo podría conducir a la detención del 
proceso infeccioso.128 Estas son, por el orden en que acontecen, la etapa de 
reconocimiento del AP (AP83) por los receptores celulares (A en Figura 16), la activación 
proteolítica del AP (AP83 → AP63) (B en Figura 16), el acoplamiento de los factores 
tóxicos (FE y FL) al pre-poro (C en Figura 16), la etapa de translocación de estos hacia el 
citosol (D en Figura 16) y su acción enzimática independiente (E en Figura 16). 
 
Figura 16. Representación esquemática del mecanismo de infección de la toxina del ántrax y las 
etapas en los que se puede interferir mediante el uso de antitoxinas. 
 
 
Diseño de antitoxinas del ántrax  73 
 
Tabla 2. Tipos de antitoxinas actualmente en desarrollo (n.d. no determinado). 





Anticuerpos anti-AP Interacción AP-receptor 100 pM Ensayos en animales 129 
Receptores solubles Interacción AP-receptor n.d. Estudios en cultivos 121 
Hexa-D-arginina Procesado de AP n.d. Ensayos en animales 130 
Inhibidor polivalente (IPV) Interacción AP-LF/FE n.d. Ensayos en animales 131 
Anticuerpos anti-FL Neutralización de  FL n.d. Ensayos en animales 132 
Mutante dominante 
negativo del AP Translocación de FL/FE n.d. Ensayos en animales 133 
MKARRKKVYP-
hidroxamato 
Análogo de sustrato de 
FL 1.1 μM Estudios in vitro 136 
NSC 12155 Inhibidor de FL 500 nM Estudios en cultivos 137 
DS-998 Inhibidor de FL 1.1 μM Estudios en cultivos 138 
EGCG Inhibidor de FL n.d. Ensayos en animales 139 
GM6001 Inhibidor de FL 2.1 μM Estudios en cultivos 136 
119804 Inhibidor de FE 20 μM Estudios en cultivos 140 
Adefovir Inhibidor de FE 27 nM Estudios en cultivos 141 
IFL Inhibidor de FL n.d. Ensayos en animales 142 
 
Para cada uno de estos procesos clave se vienen desarrollando distintos tipos de 
antitoxinas (Tabla 2). La etapa de reconocimiento de AP83 por los receptores de la 
superficie celular se ha logrado bloquear mediante la administración de versiones solubles 
de los receptores celulares implicados.121 Anticuerpos desarrollados contra el AP pueden 
proteger de la infección in vivo y, de hecho, esta estrategia constituye la base de la única 
vacuna licenciada contra el ántrax en la actualidad (Anthrax Vaccine Adsorbed, AVA).129  
Oligopéptidos ricos en arginina (Arg) han mostrado ser inhibidores eficaces de la 
furin-proteasa implicada en el procesado y activación de AP y, en particular, la hexa-D-
Arg es capaz de retrasar la aparición de efectos tóxicos en ratas.130 El descubrimiento de 
péptidos que interfieren en el ensamblaje de los factores tóxicos al AP y su instalación 
sobre una estructura polimérica ha permitido desarrollar una serie de inhibidores 
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polivalentes (IPV) capaces de proteger del efecto letal de la toxina en roedores (ver 
Figura 20 más adelante).131 Asimismo, anticuerpos específicos contra FL y FE han 
demostrado su utilidad para interferir en el reconocimiento y ensamblaje de los 
componentes de la toxina y, de hecho, han resultado eficaces para proteger a roedores de 
efectos letales.132  
El mecanismo de infección del ántrax también se ha podido bloquear mediante la 
administración de mutantes dominantes negativos de AP (dominant-negative mutants), en 
los que la alteración de uno o varios amino ácidos provocan la incapacidad del AP para 
promover los cambios conformacionales adecuados que son necesarios para conseguir la 
plena funcionalidad de la toxina.133 La efectividad de este método se puede determinar 
mediante la medida de la conductividad a través del canal debida a pequeñas moléculas 
que pueden atravesarlo o no en función de su conformación (abierta o cerrada).134  
Finalmente, el desarrollo clásico de inhibidores de la acción enzimática de FL y 
FE ha proporcionado diferentes medios para bloquear la toxina.135 En base a la estructura 
del sustrato de FL se han descrito varios inhibidores que conservan secuencias peptídicas 
comunes a diversas MAPKKs.136 Asimismo, las técnicas de alto rendimiento para la 
síntesis y evaluación biológica de quimiotecas han permitido identificar una diversidad de 
moléculas pequeñas que anulan la actividad de FL137,138,139 o FE140,141 en ensayos in vitro, 




























Figura 17. Estructura de algunos de los inhibidores más eficaces de los factores de toxicidad del 
ántrax. 
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3.2.2. La toxina del ántrax como modelo en el diseño de agentes terapéuticos 
polivalentes 
 
El caso de la toxina del ántrax no es anecdótico, precisamente se trata de uno de 
los mejores ejemplos del potencial que encierran proteínas con capacidad de 
autoensamblaje como herramientas para la adaptación al medio de diversos 
microorganismos.143 La membrana celular es la barrera fundamental que tiene un 
organismo frente a su entorno y no resulta extraño que algunos patógenos hayan 
adquirido la capacidad de alterar su permeabilidad, por ejemplo, formando poros a través 
de ella, como sucede en el caso del ántrax. Una estrategia muy similar utilizan otros 
patógenos como Staphylococcus aureus, E. coli, Bacillus cereus o Streptococcus 
pneumoniae para internalizar los factores de virulencia en sus víctimas (Figura 18). Del 
mismo modo que sucede con el AP de la toxina del ántrax, esto suele ocurrir a través de 
un proceso de autoensamblaje de monómeros (individualmente inactivos) para dar lugar a 
una superestructura, normalmente de simetría definida,144 que es la que presenta 
funcionalidad biológica.  
Las proteínas capaces de formar poros en la membrana celular se han clasificado 
en base a su función, al mecanismo de penetración en la membrana o a su estructura.145 
Desde el punto de vista molecular, esta última es la más útil. Por un lado ha permitido 
encontrar características comunes entre organismos evolutivamente distantes y, sobre 
todo, parámetros como el tamaño, simetría o balance hidrófobo-hidrófilo de la estructura 
del poro pueden resultar muy útiles en el diseño de agentes que interfieran en su 
mecanismo de actuación. 
 




Figura 18. Ejemplos representativos de proteínas (toxinas) capaces de formar poros: A, α-
hemolisina de Staphylococcus aureus; B, antígeno protector del ántrax; C, pneumolisina de 
Streptococcus pneumoniae; D, toxina del cólera. 
 
La presentación multivalente de elementos de reconocimiento capaces de 
interaccionar simultáneamente con sitios de reconocimiento idénticos en cada uno de los 
monómeros, da lugar a un aumento de la afinidad mucho mayor del que cabría esperar de 
la suma de las interacciones individuales, un fenómeno conocido como efecto 
quelato.54,146 En este sentido, es razonable plantear el concepto de complementariedad de 
simetría como herramienta para implementar el diseño de antitoxinas. Los diseños de 
Fan56 y Bundle57 frente a la toxina tipo Shiga y la del cólera, comentados en el capítulo 
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3.2.3. Diseño de inhibidores multivalentes de la toxina del ántrax 
 
La primera aplicación del concepto de interacción multivalente en el diseño de 
antitoxinas frente al ántrax la propuso Mourez. La polimerización de un polipéptido que 
mostraba una moderada afinidad por AP63 sobre un esqueleto de acrilamida condujo a un 
aumento de hasta cuatro órdenes de magnitud en la afinidad por [AP63]7, suficiente para 
bloquear la toxina en modelos animales (Figura 19).131 
 
 
Figura 19. Estructura del inhibidor multivalente de la toxina del ántrax diseñado por Mourez.131 
 
La simplicidad del diseño y su eficacia han dado un impulso importante al 
desarrollo de antitoxinas multivalentes.147 Inspirados en este trabajo, Kane y 
colaboradores, han estudiado la relación estructura-actividad empleando una variedad de 
plataformas poliméricas148 entre las que se incluían liposomas.149 Otros autores han 
aplicado el mismo concepto para desarrollar inhibidores poliméricos de otras toxinas con 
un modo de acción similar.150 Sin embargo, el empleo de estructuras poliméricas, 
inherentemente poco definidas, dificulta seriamente extraer conclusiones precisas que 
permitan deducir los requisitos estructurales óptimos que, a nivel atómico, debe presentar 
el inhibidor. Adicionalmente, incluso para los candidatos con mejores propiedades, su 
relevancia clínica puede estar seriamente amenazada por las complejas regulaciones 
legales que un agente terapéutico de naturaleza polimérica debe superar antes de llegar al 
mercado.49,151 
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Alternativamente, se han descrito aproximaciones que emplean como plataformas 
multivalentes virus poliédricos, como el virus Flock House (FHV), de geometría 
icosaédrica.152 Pero, curiosamente, el desarrollo de inhibidores basados en moléculas de 
diseño (o inspiradas en la estructura de la diana biológica) no ha recibido tanta atención. 
Una estrategia basada en el conocimiento de la estructura de la diana terapéutica y la 
explotación del concepto complementariedad de simetría parece, en el caso de la toxina 
del ántrax, más adecuada. En este sentido, la simetría de orden 7 del oligómero de AP63 
responsable de la translocación de los factores tóxicos del ántrax, aunque no está muy 
extendida en la naturaleza a nivel molecular, resulta perfectamente compatible con la de 
la β-ciclodextrina (βCD, Figura 1, Introducción General). La complementariedad 
simétrica y la versatilidad sintética de la βCD han sido recientemente aprovechadas por 
Karginov y colaboradores (Innovative Biologics Inc., EE.UU.) para diseñar inhibidores 
de la toxina del ántrax (Figura 20). 
 
Figura 20. Comparación entre las estructuras de [AP63]7 y la βCD, con indicación de los 
diámetros interno y externo, respectivamente. 
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El concepto de diseño es realmente sencillo y se fundamenta sobre la base de que 
una determinada región del interior de [AP63]7 es rica en aminoácidos cargados 
negativamente (Glu, Asp) que participan en la estabilización del oligómero formando 
puentes salinos con otros de carga complementaria en la subunidad contigua. La 
funcionalización de la βCD, con un diámetro exterior menor que el interior de [AP63]7 
(Figura 20), con grupos cargados capaces de interferir en esta interacción debe bloquear 
el funcionamiento del mecanismo de translocación. Así, Karginov y colaboradores han 
diseñado una serie de poliamino-βCDs (Figura 21) capaces de anular el tráfico iónico a 
través del poro.153,154 La administración de estos anticuerpos artificiales de AP, en 
combinación con antibióticos (ciprofloxacin), proporcionan una protección eficaz frente a 
la infección en roedores.155 
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Los resultados de Karginov ponen de manifiesto la necesidad de disponer de 
grupos cargados positivamente sobre la corona primara de la βCD. Sin embargo, su 
estrategia sintética presenta limitaciones a la hora de acceder a una amplia variedad de 
motivos estructurales. La estrategia se basa en la incorporación de ω-aminotioles, no 
siempre fácilmente accesibles, sobre la cara primaria de la βCD. En colaboración con el 
equipo del Dr. Karginov, en esta Tesis nos hemos propuesto investigar los aspectos 
estructurales que influyen en las propiedades de esta familia de anticuerpos artificiales del 
antígeno protector del ántrax. Para ello se ha tratado de desarrollar una estrategia sintética 
que permita ampliar el abanico estructural accesible. 
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3.3. Resultados y discusión 
 
La estrategia sintética desarrollada explota la reacción de formación de tioureas156 
para crear diversidad en el modo de presentación de la corona catiónica. Esta reacción de 
acoplamiento entre aminas e isotiocianatos no solo funciona con un alto rendimiento y 
total quimioselectividad sino que es compatible con una amplia variedad de grupos 
funcionales adicionales. Una muestra de su extraordinaria versatilidad, por ejemplo, es su 
aplicación a la preparación de derivados hiperramificados de CDs.24,25,27,62 
Adicionalmente, el grupo tiourea presenta excelentes propiedades como donador de 
enlaces de hidrógeno y podría participar en interacciones cooperativas con grupos 
aniónicos situados en el interior de [AP63]7 en buena medida responsables de la 
funcionalidad del poro. 
Como producto de partida se ha empleado una de las estructuras privilegiadas 
para la inactivación de la funcionalidad de [AP63]7 encontradas por Karginov, la 
heptakis[6-(2-aminoetiltio)]ciclomaltoheptaosa (113) (Figura 21, n = 1). A diferencia de 
otros derivados de βCD funcionalizados con aminotioles en la cara primaria, la 
heptaamina 113 se puede obtener a gran escala mediante sustitución nucleófila de 6-
desoxi-6-halo-βCD por cisteamina libre.28 Además, la incorporación del segmento etiltio 
(SCH2CH2) entre el núcleo de βCD y el grupo amino facilita la accesibilidad de éste y su 
reactividad. 
 
3.3.1. Conjugados moleculares de CDs policatiónicas 
 
Para explorar la estrategia sintética se ha elegido una primera serie de ω-
aminoalquilisotiocianatos convenientemente protegidos (114, 115 y 116, Esquema 12, n 
= 1, 3 y 5, respectivamente) y se han optimizado las condiciones de acoplamiento sobre la 
cara primaria de la βCD. En principio, la quimioselectividad de la reacción de formación 
de tioureas debería permitir llevar a cabo el acoplamiento sin necesidad de proteger los 
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grupos hidroxilo de la cara secundaria de la CD, como se ha descrito anteriormente.28 Sin 
embargo, en este caso, los productos de adición  parcial de isotiocianatos a 113 precipitan 
en el medio de reacción impidiendo que la reacción se complete. Para lograr una mejor 
solubilidad de reactivos y productos se ha diseñado una ruta alternativa basada en la 
protección de los hidroxilos de la cara secundaria de la βCD. Así, el derivado 
heptacisteaminilado 20 se preparó a partir del 6-bromo derivado 117157 por sustitución 
nucleófila de las posiciones primarias (→ 19) y consiguiente acetilación de los hidroxilos 
de la cara secundaria con un rendimiento global del 80% (Esquema 12). El tratamiento de 
20 con una mezcla de TFA y CH2Cl2 condujo cuantitativamente a la heptaamina 21, 
soluble en disolventes orgánicos. La reacción de acoplamiento catalizada por Et3N de 21 
con los isotiocianatos 114, 115 y 116 (n = 1, 3 y 5, respectivamente) en CH2Cl2, seguida 
de desacetilación de los grupos hidroxilo de la cara secundaria condujo a los conjugados 
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R = Ac, 22, 25, 27
R = H, 23, 26, 28
R = H, 19

















































n = 1, 3, 5
n
n = 1, 22, 23
n = 2, 25, 26











Esquema 12. Estrategias de síntesis de las tioureido-CDs policatiónicas 23, 26 y 28. Reactivos y 
condiciones: a) HS(CH2)2NH2·HCl, Et3N, DMF, 15 h, 99%. b) 114 (→ 22), 115 (→ 25), o 116 (→ 
27), Py-H2O (1:1), 24 h. c) HS(CH2)2NHBoc, Cs2CO3, DMF, 60 ºC, 48 h, 99%. d) Ac2O, Py, 0 ºC, 
20 h, 81%. e) TFA-CH2Cl2 (1:1), 2 h, 99%. f) 114 (→ 22), 115 (→ 25), o 116 (→ 27), Et3N, 
CH2Cl2, 24 h, 70-78%. g) MeONa, MeOH, 18 h, 98%. 
 
La hidrólisis ácida de los grupos carbamato de 23, 26 y 28 resultó ser una 
operación delicada. El tratamiento exhaustivo con TFA, aunque eliminó eficazmente los 
grupos protectores, condujo a productos heterogéneos, posiblemente debido a la hidrólisis 
de enlaces glicosídicos en el anillo de βCD. Un compromiso entre la desprotección 
completa de los grupos amino y la estabilidad de la plataforma se logró empleando una 
mezcla 1:1 de TFA-H2O durante 1 h a t.a. Así se pudieron obtener las tioureido-CDs 
policatiónicas 24 y 29 (Esquema 13) cuya homogeneidad se confirmó mediante EM-ESI 
y RMN. 
 





Esquema 13. Estrategias de síntesis de tioureido-CDs policatiónicas 24 y 29. Reactivos y 
condiciones: a) TFA-H2O (1:1), 1 h, 99%. 
 
En colaboración con el Dr. Karginov se realizaron ensayos preliminares para 
conocer el efecto que los compuestos 24 y 29 tenían sobre células RAW264.7 (macrófago 
de ratón) y su eficacia para protegerlas frente a dosis letales de la toxina del ántrax 
(LeTx) (Figura 22). Para ello, se trataron células RAW264.7 por separado con 
concentraciones crecientes de las ciclodextrinas en ausencia (barras blancas) o presencia 
(barras negras) de dosis letales de la toxina y se monitorizó la viabilidad celular 
espectrofotométricamente determinando la absorbancia a 570 o 590 nm (densidad óptica, 
D.O.). Es destacable que ninguna de las CDs tiene un efecto negativo sobre la viabilidad 
celular, sin embargo su actividad bloqueadora de LeTx fue muy distinta. Mientras que 24 
(Figura 22a) no es capaz de evitar la muerte celular más allá de un 15% a concentraciones 
superiores a 50 μM, el derivado 29 (Figura 22b) mejora significativamente los resultados 
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Figura 22. Protección de células RAW264.7 frente a LeTx inducida por tioureido-CDs 
policatiónicas 24 y 29 en comparación con 113. 
 













































R = Ac, X = Boc, 35, 71%
R = H, X = Boc, 36, 96%
R = H, X = H·HCl, 37, 99%
R = Ac, 41, 71%
R = H, 42, 97%
R = Ac
R = H
R = Ac, 46, 83%
R = H, 47, 85%
R = Ac, X = Boc, 38, 74%
R = H, X = Boc, 39, 99%
R = H, X = H·HCl, 40, 99%
R = Ac, X = Boc, 43, 76%
R = H, X = Boc, 44, 99%
R = H, X = H·HCl, 45, 99%
R = Ac, 48, 67%


































Esquema 14. Preparación de las tioureido-CDs policatiónicas 36, 39, 42, 44, 47 y 49. Reactivos y 
condiciones: a) CSCl2, CaCO3, CH2Cl2-H2O (1:1), 1 h, 90%. b) Et3N, CH2Cl2, 24 h. c) MeONa, 
MeOH, 18 h. d) TFA-H2O (1:1), 2 h. 
 
En base a estos resultados preliminares y teniendo en cuenta que el poro creado 
por [AP63]7 presenta más grupos cargados negativamente y otra serie de aminoácidos que 
podrían explotarse para aumentar la eficacia del bloqueo de la toxina, se ha elaborado una 
nueva colección de compuestos que presenta una mayor diversidad estructural. Se 
seleccionaron una serie de elementos de base para evaluar el efecto del número y 
disposición de los grupos cargados y la naturaleza de los espaciadores que los unen 
(Esquema 14). Dado que la heptaamina 21 se puede transformar eficazmente en el 
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isotiocianato 34 por tratamiento con tiofosgeno, esta serie de elementos de base contiene 
tanto isotiocianatos (118, 119, 30 y 32) como aminas (33 y 97). La obtención de estos 
compuestos se describe en la parte experimental de esta Tesis. 
El acoplamiento en CH2Cl2 catalizado por Et3N de los isotiocianatos y aminas 
sobre 21 o 34, respectivamente, y posterior desacetilación permitió obtener los 
correspondientes heptaconjugados completamente homogéneos con buenos rendimientos 
para reacciones en las que ocurren 7 acoplamientos por molécula (67-83%) (Esquema 
14). 
El tratamiento de 36 y 39 con una mezcla 1:1 de TFA-H2O durante 2 h permitió 
aislar los aductos heptacatiónicos 37 y 40 completamente homogéneos con rendimiento 
cuantitativo. Sin embargo la eficacia de los derivados con espaciadores rígidos para 
bloquear la toxina del ántrax resultó bastante más pobre (IC50 24.6 μM para 37).  
Desafortunadamente, las mismas condiciones de desprotección dieron lugar a 
mezclas complejas en el caso de los compuestos con 14 grupos carbamato o tiourea. El 
resultado obtenido no mejora al llevar a cabo las reacciones con menor proporción de 
ácido. Tiempos de reacción más cortos reducen en cierta medida la heterogeneidad, pero 
no la evitan. Mezclas de TFA-CH2Cl2 o soluciones diluidas de ácido clorhídrico tampoco 
permitieron obtener productos homogéneos. Ensayos celulares han mostrado además que 
los productos heterogéneos son ineficaces frente a LeTx, además de ser tóxicos para las 
células (Figura 23). El compuesto 45, obtenido por desprotección de 44, sólo protege a 









Figura 23. Protección de células RAW264.7 frente a LeTx inducida por el derivado 
tetradecacatiónico de βCD 45. 
 
  Probablemente la hidrólisis ácida de los enlaces glicosídicos, y la consiguiente 
rotura de la simetría molecular, está en el origen de este problema. El hecho de que 
condiciones como las ensayadas en esta serie de compuestos hayan sido empleadas con 
éxito previamente para la hidrólisis de carbamatos en derivados estructuralmente 
relacionados, sin puentes de tiourea,158 podría indicar que el grupo tiourea participa 
activamente en esta hidrólisis. Este inconveniente ha impedido evaluar la eficacia frente a 
la toxina de este tipo de presentaciones multitópicas. 
 
3.3.2. Conjugados supramoleculares de CDs policatiónicas 
 
Un modo de salvar este escollo para evaluar el efecto de la multiplicación de 
elementos catiónicos en la inhibición de LeTx ha sido aprovechar la capacidad de 
inclusión molecular de las CDs para promover la formación de complejos de 
estequiometría controlada. En principio, empleando un huésped que favorezca la 
formación de complejos de estequiometría 2:1 CD:huésped, sería posible imitar 
presentaciones como las que se pretendían con las estructuras del Esquema 14.  
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Para confirmar la validez de esta hipótesis se prepararon los complejos de 113 y 
24 con 6-p-toluidino-2-naftalensulfonato sódico (TNS). El TNS es una sonda fluorescente 
ampliamente empleada para monitorizar procesos biológicos cuya intensidad de 
fluorescencia está íntimamente ligada a la polaridad del entorno en que se encuentra, 
aumentando en la medida en que aumenta la hidrofobia.159 El TNS forma un fuerte 
complejo de inclusión molecular con 113, lo que se traduce en un aumento de la 
intensidad de fluorescencia. Mediante espectroscopía de fluorescencia se pudo determinar 
una constante para el complejo de estequiometría 2:1 de 9.7 · 105 M-2 (Figura 24), aunque 




Figura 24. Espectros de fluorescencia (izquierda) e isoterma de complejación (derecha) para el 
complejo 113:TNS ([TNS] = 10 μM), con indicación de la estequiometría y Ka(2:1) observada.  
 




Figura 25. Protección de células RAW264.7 frente a LeTx inducida por los complejos 2:1 
113:TNS. 
 
Aunque el complejo no permitió visualizar el proceso de interacción con el poro, 
el valor de IC50 fue significativamente mejor que los resultados previamente obtenidos 
para 113 (0.78 μM frente a 12.1 μM, respectivamente) (Figura 25). Algo parecido se 
observó para el complejo 24:TNS (IC50 6.0 μM con el complejo frente a > 50 μM para el 
producto libre). Incluso a pesar de que a las concentraciones empleadas en el ensayo una 
parte importante del complejo debe estar disociado. 
Este prometedor resultado ha impulsado el diseño de huéspedes que favorezcan la 
formación de complejos de estequiometría definida 2:1 CD:huésped y para ello se han 
preparado una serie de dímeros de adamantano unidos a través de espaciadores de 
diferente longitud (Esquema 15). El adamantano es una molécula privilegiada para formar 
complejos de inclusión con derivados de βCD por su tamaño e hidrofobia.160   
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Esquema 15. Síntesis de dímeros de adamantano 50, 51 y 52.  Reactivos y condiciones: a) 
Hidrocloruro de adamantanilamina, DIPEA, CHeCl2, 2.5 h. b) EDA (→ 51) o 1,3-diaminopropano 
(→ 52), DIPEA, CH2Cl2, 2.5 h. 
 
Los dímeros se prepararon a partir del cloruro de 1-adamantanocarboxilato 
mediante reacción con 1-adamantanilamina (→ 50), 1,2-etilendiamina, (→ 51) o 1,3-
propilendiamina (→ 52) con excelentes rendimientos (Esquema 15). La baja solubilidad 
de los dímeros en la mayoría de los disolventes ha dificultado la caracterización de sus 
complejos con 113. En el caso de 52, la estabilidad y estequiometría del complejo con 
113 se ha podido comprobar mediante RMN (Ka(2:1) 2.48 · 108 M-2). En los casos de 50 y 
51 se observó al menos un aumento significativo de su solubilidad en presencia de 113 y 
un desplazamiento a campo alto de las señales de H-3 y H-5 de la CD, lo cual es 
consistente con el fenómeno de inclusión. 
Los complejos de los dímeros de adamantano 50, 51 y 52 con 113 (proporción 
CD-huésped 2:1) mostraron una eficacia en el bloqueo de LeTx significativamente mayor 
que la del derivado de βCD por si solo (Figura 26). Resulta interesante el hecho de que 
este aumento de eficacia depende de la naturaleza del espaciador del dímero de 
adamantano. Cuando solo hay un grupo amida (50) el aumento de eficacia es solo 
moderado (IC50 4.5 μM frente a 12.1 μM). Con espaciadores más largos (51 y 52) el 









Figura 26. Protección de células RAW 264.7 frente a LeTx inducida por los complejos 2:1 
113:50, 113:51 y 113:52. 
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Hay que destacar asimismo que estos complejos presentan cierta toxicidad a 
concentraciones a las que el derivado de βCD por sí solo carecía de ella (aprox. 50 μM). 
La formación de complejos con una carga formal doble (14 grupos catiónicos) puede 
estar en el origen de esta toxicidad. En cualquier caso, la concentración a la que se 
observa la disminución en la viabilidad celular (> 50 μM para el complejo 113:52) es 
mucho mayor que la necesaria para proteger del efecto de la toxina. 
Los resultados descritos en este capítulo ponen de manifiesto la utilidad del 
concepto de la complementariedad simétrica para el diseño ligandos de alta afinidad por 
receptores biológicos implicados en procesos patológicos como la toxina del ántrax. Un 
modelo basado solo en la funcionalización con grupos cargados sobre una plataforma 
adecuada como la βCD resulta suficiente para lograr una eficacia significativa en 
comparación con otras estrategias descritas (ver Tabla 2). Sin embargo, la inespecificidad 
de las interacciones puramente electrostáticas puede resultar un inconveniente para la 
aplicación de estos conjugados. Resultaría necesario identificar los motivos estructurales 
básicos para los cuales se puedan diseñar ligandos específicos sobre la base de 
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4. Diseño de vectores de genes para transfección celular basados en 
ciclodextrinas 
 
4.1. La terapia génica 
 
La terapia génica es una modalidad de la medicina molecular de la que se espera 
que permita influenciar significativamente la salud humana en este siglo. En principio 
puede ser adaptada al tratamiento de enfermedades tanto congénitas como adquiridas.161 
Su objetivo fundamental es relativamente simple. Consiste en transferir al interior celular, 
donde se dispone la maquinaria completa de procesado de material genético, un gen capaz 
de interferir en la biosíntesis de alguna proteína directamente implicada (por su presencia 
o ausencia) en el desarrollo de una enfermedad (Figura 27). La terapia génica, entendida 
como la administración de un gen al paciente para obtener un beneficio terapéutico, 
representa, en potencia, un modo de curación permanente de enfermedades. Una ventaja 
significativa de este tipo de agentes terapéuticos basados en ácidos nucleicos frente a los 
fármacos clásicos es el reconocimiento selectivo de su diana terapéutica, que les dota de 
una extraordinaria especificidad de acción. De este modo el desarrollo de efectos 
secundarios indeseables debe estar minimizado. 
Aunque el concepto básico data de los años 60, la terapia génica como disciplina 
moderna en medicina molecular, es mucho más reciente. El punto de partida de su 
desarrollo es 1989, con el primer ensayo clínico de transferencia, a linfocitos de pacientes 
humanos, de un gen que estimulaba la resistencia frente a fármacos utilizados en un 
tratamiento contra el cáncer.162 Este y otros ensayos posteriores, utilizando retrovirus de 
primera generación como vectores, pusieron de manifiesto el potencial terapéutico de la 
terapia génica pero, al mismo tiempo, llamó la atención sobre la necesidad de avanzar en 
el conocimiento de las dianas terapéuticas de multitud de enfermedades, en el desarrollo 
de principios activos basados en ácidos nucleicos y de protocolos de transfección más 
eficaces y en el estudio de los mecanismos de internalización, biodistribución y rutas 
metabólicas involucradas en este tipo de terapias. 
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Figura 27. Representación esquemática del concepto de la terapia génica. 
 
El esfuerzo realizado en diferentes áreas en los últimos 20 años, junto a la 
identificación de genes implicados en ciertas enfermedades a través de la elucidación del 
genoma humano, ha conseguido transformar una tecnología experimental como la terapia 
génica en una estrategia viable para el desarrollo de nuevos fármacos. De hecho, en la 
actualidad ya existe una amplia diversidad de agentes terapéuticos basados en ácidos 
nucleicos que se pueden agrupar en las siguientes categorías: 
● Plásmidos,163 macromoléculas de ADN en forma de doble hélice que contienen 
genes (transgenes, cuando estos son exógenos o ajenos al organismo) completos que 
codifican proteínas con utilidad terapéutica. 
● Oligonucleótidos,164 segmentos cortos de ADN, normalmente en forma de cadena 
simple, que suelen emplearse para inhibir selectivamente la expresión de una proteína 
(terapias antisentido y aplicaciones como antígenos). 
● Ribozimas,165 moléculas de ARN capaces de reconocer secuencias específicas de 
ARN mensajero (ARNm) y promover su hidrólisis. 
● ADNzimas,166 análogos de ribozimas basados en ADN, lo cual les proporciona una 
mayor estabilidad a la degradación química y biológica. 
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● Aptámeros,167 secuencias cortas de nucleótidos capaces de interaccionar 
selectivamente con proteínas e interferir en su actividad. 
 
Muchos de estos agentes se encuentran en fase de ensayos clínicos168 y resultan 
candidatos prometedores para el desarrollo de nuevos tratamientos frente a una variedad 
amplia de enfermedades, entre los que se incluyen cáncer, SIDA o desórdenes 
cardiovasculares y neurológicos como los síndromes de Parkinson y Alzheimer.169 
 
4.1.1. La administración de fármacos basados en ácidos nucleicos 
 
Una de las principales limitaciones actuales de la terapia génica reside 
precisamente en la administración. De hecho, a pesar de sus ventajas, tanto el uso de 
agentes terapéuticos basados en ácidos nucleicos como su éxito han sido muy escasos en 
humanos.170 Una combinación de propiedades inherentes a los ácidos nucleicos, tales 
como carga, tamaño e inestabilidad química y biológica son, en buena medida, 
responsables de esta situación (Figura 28). 
Desde un punto de vista evolutivo, es una ventaja que existan barreras 
fisiológicas que limiten el flujo de material génico, ya que esto preserva el genoma del 
individuo y lo protege de contaminaciones externas, pero para el desarrollo de la terapia 
génica es, sin duda, el mayor obstáculo. La internalización celular está limitada por el 
tamaño de estas macromoléculas, especialmente en el caso de plásmidos (> 200 nm) y por 
la repulsión electrostática entre los fosfolípidos de la membrana celular y el esqueleto de 
grupos fosfato de los ácido nucleicos, ambos cargados negativamente. Juega también en 
contra su baja estabilidad in vivo, debido a la abundancia de endo- y exonucleasas, 
enzimas especializadas en la hidrólisis de los enlaces fosfodiéster de la cadena 
oligonucleotídica.171 Por todo ello, el transporte y la internalización celular están muy 
limitados. A pesar de ello, se ha observado que algunas moléculas de ADN son capaces 
no solo de internalizarse en células musculares,172 sino incluso de alcanzar la maquinaria 
replicante manteniendo su funcionalidad. 
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Figura 28. Representación esquemática de las limitaciones farmacocinéticas de los agentes 
terapéuticos basados en ácidos nucleicos.  
 
El éxito de la terapia génica está íntimamente asociado al desarrollo de estrategias 
que faciliten la administración de los ácidos nucleicos y que, en definitiva, aumenten su 
biodisponibilidad. Sin embargo, las propiedades que un sistema eficaz de transporte de 
genes debe presentar resultan bastante diferentes, normalmente más exigentes, que las de 
los sistemas de transporte de fármacos convencionales.173 El amplio espectro de 
aproximaciones que han sido propuestas, cada una con sus ventajas e inconvenientes, da 
fe de las dificultades para promover que estas macromoléculas superen las barreras 
fisiológicas. En función de las técnicas empleadas, los métodos descritos para facilitar la 
administración de fármacos basados en ácidos nucleicos pueden clasificarse en dos 
grandes tipos: 
● Técnicas físicas. 
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4.2. Técnicas físicas de transfección celular 
 
Las técnicas físicas hacen uso de estímulos mecánicos o eléctricos para facilitar la 
internalización del material génico en la célula e incluyen procesos como microinyección, 
transfección biobalística (bombardeo con nanopartículas), electroporación, o aplicación 
de ultrasonidos y gradientes de presión, entre otras (Figura 29).174 
 
Figura 29. Métodos físicos empleados en terapia génica. 
 
La microinyección es una técnica tan simple como eficaz, ya que se trabaja sobre 
células individuales, sin embargo la precisión y, en última instancia, la eficacia solo se 
consigue a costa del tiempo invertido.175 La transfección biobalística se realiza mediante 
el bombardeo con nanopartículas (p. e. partículas mixtas de ADN-oro) empleando un 
dispositivo denominado “pistola de genes” (gene gun).176 Evidentemente, como requiere 
una exposición directa del tejido, solo es concebible su aplicación directa sobre dermis, 
mucosas o músculos, dependiendo cualquier otra de un acceso quirúrgico. La 
electroporación emplea corrientes de alto voltaje con el fin de crear poros 
transitoriamente en la membrana celular que faciliten el acceso del gen.177 Como cabe 
suponer, la viabilidad celular del tejido tratado es baja, lo cual limita su uso clínico. 
Alternativamente, la aplicación de ultrasonidos también puede incrementar la 
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permeabilidad de la membrana celular a macromoléculas como ADN, siendo mucho 
menos agresiva que la electroporación.178 La inyección hidrodinámica es capaz de inducir 
un alto nivel de transfección celular en órganos internos (especialmente hígado) 
aprovechando el gradiente de presión originado alrededor del tejido durante la inyección 
de un gran volumen de líquidos.179 
Pese a haber conseguido niveles aceptables de transfección celular,180 la 
estandarización clínica de las técnicas físicas no resulta nada sencilla, lo cual es un serio 
inconveniente para su aplicación terapéutica. 
 
4.3. Técnicas de transfección celular asistidas por vectores 
 
Las técnicas asistidas por vectores engloban una amplia serie de métodos que 
emplean sistemas de transporte más o menos elaborados para facilitar el paso a través de 
las diferentes barreras fisiológicas entre el punto de administración y la diana terapéutica 
del gen. Por lo general, el vector de genes debe desarrollar varias funciones, comenzando 
por encapsular el material génico en una estructura supramolecular de dimensiones 
nanométricas que lo proteja del entorno en su tránsito hasta la célula objetivo y que lo 
dirija a ella selectivamente. El vector debe promover a continuación la internalización 
celular a través de algún mecanismo. Y, finalmente, debe permitir la liberación en el lugar 
adecuado del material génico para que pueda acceder a la maquinaria celular encargada 
de transcribir y traducir la información que porta.  
De hecho, durante la última década, la atención que han atraído ha ido en 
continuo aumento, probablemente impulsados en parte por las limitaciones asociadas a las 
técnicas físicas anteriormente comentadas.181 Algunas propiedades que un vector de genes 
debe presentar para lograr un fin terapéutico son: una alta eficacia de transfección unida a 
la selectividad por un tipo particular de célula o tejido, una baja toxicidad e 
inmunogenicidad, estabilidad de sus formulaciones y rápida biodegradabilidad de sus 
residuos. Adicionalmente, la facilidad de manejo y formulación y la posibilidad de 
adaptarlo de una manera versátil a diferentes cargas y dianas también están entre las 
Diseño de vectores de genes para transfección   103 
 
propiedades más deseables. Los sistemas de transporte de genes y transfección 
actualmente disponibles se pueden clasificar en dos grandes tipos: 
● Vectores virales. 
● Vectores sintéticos. 
 
4.4. Vectores virales de genes para transfección celular 
 
El transporte de material genético exógeno y su transfección, elementos 
fundamentales de la terapia génica, es una labor para la que la naturaleza cuenta con sus 
propias herramientas especializadas: los virus. Considerados por algunos como la forma 
más simple de vida, los virus representan una variada serie de sistemas naturales de 
transporte de material génico. A través de millones de años de evolución, los virus han 
desarrollado mecanismos extraordinariamente eficaces para transferir su carga génica a 
células. Evidentemente, esta característica no ha pasado desapercibida para la terapia 
génica, que desde sus comienzos ha tratado de utilizar virus no replicantes como vectores 
de material génico, en especial de plásmidos.182,183  
La producción de virus no replicantes constituye un verdadero reto para el 
desarrollo de la terapia génica que la ingeniería genética solo puede afrontar, por el 
momento, con virus relativamente simples.184 Así retrovirus,185 adenovirus,186 virus 
adenoasociados,187 el virus de la viruela (poxvirus),188 el virus vacuna (vaccinia virus)189 y 
el del herpes simple190 han sido los más investigados (Figura 30). 
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Figura 30. Algunos vectores vírales empleados en terapia génica. 
 
 
Figura 31. Clasificación de ensayos clínicos de terapias génicas a nivel mundial en función de (A) 
tipo de indicación y (B) tipo de vector (datos actualizados en Marzo de 2009). 
 
Versiones recombinantes de algunos de estos virus han permitido alcanzar niveles 
terapéuticamente relevantes de expresión de su carga en diferentes órganos y tejidos, 
incluyendo riñón,191 ovario192 y tejido ocular193 o muscular.194 Más del 70% de los 
ensayos clínicos que están actualmente en marcha a nivel mundial (aproximadamente 
1500) emplean vectores virales (Figura 31).195 La terapia génica empleando vectores 
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virales ha realizado considerables progresos para el tratamiento de enfermedades tales 
como la distrofia muscular,194 el SIDA,196 las enfermedades cardiovasculares y, 
fundamentalmente, el cáncer,197 que es el objetivo de dos tercios de las terapias en 
desarrollo. 
Sin embargo, a pesar de los datos estadísticos, aún quedan sin resolver varios 
aspectos acerca del uso de vectores virales para terapia génica en seres humanos. El 
principal de ellos es la toxicidad y la posibilidad de desarrollar una respuesta inmune 
debida a la envoltura viral de proteínas. Se han descrito numerosos ejemplos de estas 
reacciones en animales198 e incluso han causado la muerte de pacientes humanos.199  
Existen, adicionalmente, otra serie de factores que limitan el uso de vectores 
virales en terapia génica. La integración del material terapéutico en el genoma del 
huésped puede tener lugar de manera aleatoria, pudiendo afectar a la normal expresión de 
otros genes o activar oncogenes con consecuencias potencialmente catastróficas. Además, 
dado que la capacidad de la cubierta viral tiene un límite, el tamaño del plásmido que 
puede incorporar también lo tiene. Por ejemplo, los virus adenoasociados de primera 
generación presentan una capacidad limitada a ~4700 pares de bases (pb).200 Por otro 
lado, la producción y escalado de virus recombinantes es costosa y no está exenta de 
riesgos.  
Esta suma de factores complica el uso de vectores virales en terapia génica rutinaria 
en un futuro próximo ya que, después de dos décadas de investigación exhaustiva y 
numerosos ensayos clínicos, aún no se han conseguido desarrollar terapias 
suficientemente fiables. De hecho, actualmente existe un solo tratamiento comercializado 
basado en un adenovirus (Gendicine, de aplicación frente a un tipo de melanoma) y su 
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4.5. Vectores sintéticos de genes para transfección 
 
La aplicación a la medicina de los principios de la nanotecnología 
(nanomedicina), a través de la elaboración de partículas multifuncionales con propiedades 
biomiméticas, ha revolucionado áreas como la diagnosis y el transporte de agentes 
terapéuticos (Figura 32).202 En particular, el empleo de nanopartículas proporciona 
ventajas sustanciales sobre los métodos clásicos, mejorando las propiedades 
farmacocinéticas y farmacológicas (incremento de solubilidad y estabilidad en medios 
biológicos, reducción de la respuesta inmune, incremento de la selectividad o liberación 
controlada). 
 
Figura 32. Representación esquemática de los componentes de una nanopartícula multifuncional 
con fines terapéuticos. 
 
Fruto de estos avances son las innumerables aproximaciones que en la última 
década se han investigado como alternativas sintéticas a los vectores virales de genes.47 
Los vectores sintéticos, diseñados sobre la base de conjugados moleculares, pueden 
resolver algunos de los problemas inherentemente asociados a los virales. Su principal 
ventaja es que, en principio, a diferencia de los virus, no son inmunogénicos y por tanto, 
sobre el papel son más seguros. Además, su preparación y formulación es siempre mucho 
más sencilla que la de los vectores virales, lo cual es verdaderamente el fundamento de su 
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popularidad. Aunque el desarrollo de los vectores sintéticos de genes ha surgido al 
amparo de la nanotecnología, el primer ejemplo descrito de vector no viral para 
transfección se publicó hace más de 45 años.203 
Los vectores sintéticos están diseñados sobre lípidos, polímeros, dendrímeros, 
péptidos y sus combinaciones, ofreciendo una amplia gama de estructuras capaces de 
compactar, proteger y transportar el material génico al interior celular. Por lo general, este 
proceso de asociación supramolecular entre vectores sintéticos y el material génico está 
dirigido por interacciones electrostáticas.204 Las partículas, normalmente de dimensiones 
nanométricas, suelen presentar una carga neta positiva en su superficie, lo cual facilita la 
interacción con membranas celulares y su posterior internalización. Sin embargo, a 
diferencia de los vectores virales, los vectores sintéticos muestran una eficacia varios 
órdenes de magnitud inferior que, salvo excepciones, aún debe ser resuelta.205 Los 
orígenes de esta ineficacia son diversos. Algunos vectores sintéticos interaccionan 
inespecíficamente con componentes de la matriz extracelular206 o, una vez en el interior 
celular, no consiguen promover la liberación de material génico en el compartimento 
celular o en el momento adecuado. 
En la última década, el diseño de vectores sintéticos se ha orientado a la 
incorporación de elementos funcionales inspirados en aquellos que permiten a los virus 
superar estas barreras fisiológicas, es decir, a elaborar virus artificiales.207 El diseño y 
elaboración de vectores sintéticos es un reto complicado que requiere la integración de 
diversos elementos funcionales, en ocasiones incompatibles, en la estructura del vector y 
que estos, una vez formuladas las nanopartículas mantengan la funcionalidad de cada uno 
de sus componentes (Figura 33). Estos elementos funcionales pueden tener efectos a 
distintos niveles:  
• mejorar la complejación del material génico, por ejemplo mediante la 
incorporación de oligopéptidos en la estructura del vector,208  
• favorecer la internalización selectiva, por ejemplo incorporando ligandos de 
receptores celulares,209 
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• promover la liberación del endosoma, mediante la instalación de agentes 
desestabilizantes de membranas210 o a través de cambios estructurales asociados 
al pH,211 
• explotar los mecanismos de transporte activo a través del citoplasma,212 
• dotar de la capacidad para acceder al núcleo celular, mediante la instalación de 
antenas de localización nuclear.213 
• mejorar la biocompatibilidad (eventualmente la biodegradabilidad) para reducir 
interferencias con el sistema inmune, por ejemplo mediante la incorporación de 
cadenas de polietilenglicol (PEG).214 
 
Figura 33. Representación esquemática de la construcción de un virus artificial. A, marcaje con 
sondas de señalización; B, encapsulación; C, recubrimiento con elementos biocompatibles. 
 
La mayoría de los vectores sintéticos descritos son especies (poli)catiónicas 
capaces de complejar y condensar eficazmente biomacromoléculas polianiónicas como 
los ácidos nucleicos. Dentro de su amplia diversidad estructural, los vectores sintéticos 
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4.5.1. Sistemas lipídicos 
 
Los lípidos, con una parte polar (o hidrófila) y otra apolar (o hidrófoba), son las 
moléculas anfifílicas por excelencia. Los lípidos presentan interesantes propiedades de 
autoorganización debido a esta propiedad. En un entorno acuoso tienden a formar bicapas 
que exponen al exterior la cabeza hidrófila, aislando del medio la cola apolar. En el caso 
de los lípidos catiónicos, esta organización supramolecular tiene la capacidad de formar 
complejos (lipoplejos) con macromoléculas de carga opuesta como el ADN a través de 
interacciones electrostáticas (Figura 34). Al mismo tiempo, el lipoplejo puede 
interaccionar con otras especies cargadas negativamente, como membranas celulares, 
facilitando la internalización del conjunto. Estos complejos catiónicos aíslan del medio al 
material génico protegiéndolo del ataque de nucleasas. 
 
Figura 34. Representación esquemática del mecanismo propuesto para la transfección mediada 
por lipoplejos. 
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El grupo de Felgner describió por primera vez el uso con éxito de lípidos 
catiónicos (DOTMA, Figura 35A) para la vectorización de material génico.215 Desde 
entonces, la estructura básica de estos lípidos, compuestos por un núcleo de glicerol con 
un grupo amonio y dos cadenas hidrocarbonadas (Figura 35A), se ha modificado en cada 
uno de sus componentes, desarrollándose un exhaustivo estudio de relación estructura-
actividad para optimizar la capacidad de transfección frente a diferentes líneas 
celulares.216 
En este sentido, Huang y colaboradores han descrito el primer ejemplo de 
formulación de lipoplejos con lípidos derivados de colesterol (DC-Chol, Figura 35B). La 
menor toxicidad de este sistema le ha permitido ser el primer lípido catiónico empleado 
en ensayos clínicos.217  
Behr ha diseñado los lípidos policatiónicos DOGS (Figura 35C) Aprovechando 
poliaminas que están involucradas en procesos naturales de compactación del ADN. 218 
La protección adicional que estos lípidos policatiónicos aportan al ADN permite alcanzar 
niveles destacados de expresión sin necesidad de usar coformulaciones complejas con 
otros lípidos.219  
Con el fin de reforzar la interacción lípido-ADN se han descrito numerosos 
ejemplos de lipoplejos funcionalizados con (oligo)nucleótidos,220 péptidos221 y 
carbohidratos222 (Figura 35D). Aunque la formación de lípidos con estas estructuras es 
más compleja desde el punto de vista sintético, resulta interesante que, en función del 
ligando elegido, se podría conseguir una transfección selectiva de determinadas células o 
tejidos. Por ejemplo, Hashida y colaboradores han descrito lípidos funcionalizados con 
galactosa que transfectan específicamente células hepáticas que sobreexpresan receptores 
para este tipo de carbohidratos.223 Otros ligandos que han sido explotados para conseguir 
vectores selectivos son el ácido fólico (cuyo receptor se sobreexpresa en algunas células 
cancerígenas),224 estradiol,225 haloperidol226 o anisamida.227 
 






Figura 35. Estructura de algunos lípidos empleados como vectores sintéticos: A, lípidos basados 
en glicerol; B, lípidos basados en colesterol; C, lípidos policatiónicos basados en poliaminas; D, 
lípidos funcionalizados con nucleótidos, péptidos y carbohidratos. 
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Aunque la interacción entre los componentes del lipoplejo se supone que es 
básicamente electrostática, recientemente Leblond y colaboradores228 han descrito una 
nueva serie de lípidos neutros (lipopolitioureas, Figura 36) capaces de promover la 
asociación con plásmidos explotando la fuerte interacción, incluso en agua, entre tioureas 
y fosfatos.229 Es destacable la baja toxicidad de estos lípidos, probablemente debido a la 
ausencia de interacciones electrostáticas inespecíficas. Sin embargo, la menor estabilidad 
de las nanopartículas correspondientes hace que los niveles de expresión alcanzados sean 
solo moderados. 
 
Figura 36. Ejemplo de lipopolitiourea neutra descrita por Herscovici y colaboradores.228 
 
Zuber y colaboradores han descrito una estrategia para producir lipoplejos más 
estables y homogéneos basada en el uso de lípidos policatiónicos dimerizables (Figura 
37).230 Una vez formulado el lipoplejo, la oxidación al aire de tioles libres presentes en su 
estructura, forma puentes disulfuro que estabilizan la partícula. La mayor concentración 
de glutatión en el interior celular debe revertir la reacción, facilitando la liberación del 
plásmido. Una aproximación similar ha sido descrita por Vierling y colaboradores 
empleando lípidos con cadenas fluorocarbonadas con las que es posible modificar el 
balance de hidrofilia/hidrofobia.231 
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Figura 37. Lípidos policatiónicos dimerizables descritos por Zuber y colaboradores.230 
 
Un problema inherente al uso de vectores formados por lípidos catiónicos es la 
baja compatibilidad con el suero y otros fluidos biológicos, lo cual limita 
significativamente sus posibles aplicaciones in vivo. Este inconveniente se ha intentado 
evitar mediante la funcionalización de los lipoplejos con cadenas de polietilenglicol 
(PEG).232 El escudo hidrófilo que proporciona el PEG mejora la biodisponibilidad de las 
formulaciones pero, como contrapartida, disminuye la eficacia del vector, probablemente 
porque dificulta el escape del endosoma. Sin embargo, a pesar de estos inconvenientes, la 
accesibilidad sintética, la versatilidad y la estandarización de las formulaciones, 
normalmente combinación de varios lípidos catiónicos y neutros (p. e. lipofectina, 
lipofectamina 2000™), han popularizado su uso en aplicaciones in vitro. 
 
4.5.2. Sistemas poliméricos 
 
Las especies policatiónicas se han venido empleando para la inserción de ADN en 
células desde los años 70,233 sin embargo, el progreso de estos vectores fue marginal hasta 
la introducción, por parte de Behr y colaboradores, de las polietileniminas (PEI) en 
1995.234 El mecanismo general de acción de los polímeros policatiónicos se basa en la 
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formación de un complejo con carga global positiva (poliplejo) debido a la interacción 
electrostática con el material génico aniónico. Los poliplejos son superiores a los 
lipoplejos en varios aspectos. La versatilidad en la manipulación de las propiedades 
fisicoquímicas es la principal ventaja. Parámetros fundamentales como tamaño, forma y 
estabilidad, así como las interacciones con otros componentes del medio, son más 
fácilmente controlables en poliplejos al no producirse interacciones entre las propias 
moléculas del vector como ocurre en los lípidos. Además, la variedad de matrices 
poliméricas, cada una con propiedades diferentes (rangos de masa molecular, grado de 
entrecruzamiento o densidad de carga), ofrecen opciones prácticamente ilimitadas. 
La poli-L-lisina (PLL) fue el primer polímero catiónico sistemáticamente 
evaluado como vector polimérico de ADN (Figura 38A). Laemmli demostró en 1975 su 
excepcional capacidad para condensar ADN.235 Los poliplejos de PLL:ADN se 
internalizan eficazmente en distintas líneas celulares, pero los niveles de expresión son 
moderados debido a su lenta liberación del endosoma. Akinc y Langer han demostrado 
que esta ineficacia para liberarse del endosoma está asociada al alto grado de protonación 
de los grupos amino de PLL a pH fisiológico.236 PLLs de alto peso molecular (> 3000 Da) 
presentan una mayor eficacia, pero conducen paralelamente a niveles de toxicidad 
inaceptables.237 La modificación de la cadena de PLL con grupos imidazol238 o la 
construcción de dendrímeros de PLL239 reduce dicha toxicidad. 
Debido a su carga inherente, el poli[metacrilato de 2-(dimetilamino)etilo] 
(PDMAEMA, Figura 38B) ha sido también considerado un buen candidato para 
desarrollar vectores sintéticos de genes. La alta capacidad de transfección in vitro de 
PDMAEMA de alto peso molecular (> 300 kDa) está aparentemente asociada a un 
eficiente mecanismo de liberación del endosoma.240 Desafortunadamente, los pobres 
resultados in vivo no han respaldado su progreso.241 
 























































Figura 38. Estructura de algunos polímeros policatiónicos empleados como vectores sintéticos. A, 
poli-L-lisina (PLL); B, poli[metacrilato de 2-(dimetilamino)etilo] (PDMAEMA); C, 
polietilenimina lineal (PEI) y ramificada (bPEI); D, quitosana. 
 
La polietilenimina (PEI, Figura 38C) es el representante más destacado de los 
vectores poliméricos. Desde su introducción por Behr y colaboradores, innumerables 
modificaciones han ayudado a mejorar y comprender sus propiedades fisicoquímicas. 
Hoy día están disponibles en el mercado varios productos basados en PEI (jetPEI™ de 
Polyplus, Francia y ExGen500 de Fermentas, Canadá).242 La PEI es un polímero con un 
alto potencial catiónico capaz de alcanzar niveles excelentes de transfección, sin embargo 
también su toxicidad puede llegar a ser elevada, sobre todo en el caso de polímeros de 
alto peso molecular, al contrario de lo que ocurre con PDMAEMA.243 Esta elevada 
eficacia es, al menos en parte, debida a su capacidad de actuar como esponja de 
protones.211 Esta teoría, no completamente aceptada ni válida para todos los vectores 
policatiónicos (p. e. PDMAEMA), atribuye la rápida liberación de los poliplejos 
PEI:ADN del endosoma a la capacidad de la PEI para tamponar el pH. La PEI (solo el 
20% de sus grupos amino están protonados a pH 5) es capaz de compensar la 
acidificación que ocurre en el endosoma una vez internalizado, lo que está asociado a un 
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aumento de volumen que la membrana del endosoma no es capaz de tolerar y se rompe 
liberando los poliplejos (Figura 39). 
 
 
Figura 39. Mecanismo de escape del endosoma basado en el concepto de la esponja de 
protones.211 
 
Se han descrito múltiples variaciones de la estructura de PEI, la mayoría de ellas 
tratando de minimizar los efectos tóxicos. Entre ellas cabe destacar la funcionalización 
con cadenas de PEG244 o colesterol245 a través de funciones biodegradables246 y la 
alquilación controlada de grupos amino.247 
Precisamente la biocompatibilidad y la biodegradabilidad de las quitosanas han 
impulsado el interés por desarrollar vectores de genes basados en estos polisacáridos 
catiónicos (Figura 38D).248 Asimismo, se han descrito polímeros mixtos PEI-
schizophyllan249 (Figura 40A) y PEI-dextrano250 (Figura 40B) y 
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poli(glicoamidoaminas)251 (Figura 40C). Mención especial merecen los derivados de PEI 














































































































































Figura 40. Polímeros policatiónicos derivados de carbohidratos. A, PEI-schizophyllan;249 B, PEI-
dextrano;250 C, poli(glicoamidoaminas).251  
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Una nueva clase de vectores sintéticos son los dendrímeros policatiónicos con 
núcleos de poliamidoamina (PAMAM),252 polipropilenimina (PPI)253 o poli-L-lisina.254 A 
diferencia de los polímeros polidispersos, su estructura está bien controlada por el grado 
de ramificación y generación del dendrímero. Aunque sus propiedades no son 
necesariamente mejores que las que sus análogos poliméricos, su inherente 
monodispersidad se traduce en una mayor reproducibilidad de las formulaciones y los 
resultados. Pese al mayor coste sintético que lleva asociado, los beneficios asociados a la 
monodispersidad han justificado la comercialización de algunas de estas estructuras para 
su aplicación clínica (Superfect y Polyfect, Quigen, EE.UU.). 
 
4.6. Ciclodextrinas en terapia génica 
 
Desde un punto de vista molecular, disponer de una plataforma versátil sobre la 
cual ensamblar los elementos necesarios para elaborar vectores sintéticos que se 
comporten como virus artificiales puede resultar muy útil. 
En este sentido, las ciclodextrinas (CDs) presentan características que les otorgan 
un puesto preferente en el desarrollo de nanopartículas multifuncionales. Con el fin de 
aprovechar este potencial, Davis y colaboradores han descrito una nueva clase de 
polímeros catiónicos que contienen CDs en su esqueleto.6 El propósito final de los 
autores era elaborar nanopartículas multifuncionales para transfección génica 
aprovechando la capacidad de inclusión molecular de las CDs pero, antes incluso de 
llegar a un estadío más avanzado, observaron ya que los complejos con polímeros 
conteniendo CDs eran sistemáticamente más eficaces y menos tóxicos que los análogos 
sin CDs.255 Un estudio exhaustivo de relación estructura-actividad ha permitido optimizar 
la formulación de estos polímeros (Figura 41).256 
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Figura 41. Estructura representativa de los polímeros policatiónicos derivados de CDs descritos 
por Davis y colaboradores.6  
 
Figura 42. Representación esquemática de la elaboración de virus artificiales descrita por Pun y 
colaboradores.257 
 
Los mismos autores han logrado introducir conjugados de transferían, uno 
ligando que es específicamente reconocido por algunas líneas celulares tumorales, en la 
superficie de las nanopartículas formadas entre el polímero y el ADN.257 La estrategia se 
basa en explotar la capacidad de inclusión de la cavidad de las CDs de la superficie de la 
nanopartícula, funcionalizándola de forma no covalente con un derivado de adamantano 
que presenta el motivo de reconocimiento en el extremo de un segmento de PEG 
suficientemente largo (Figura 42).258 Esta tecnología se ha adaptado al tratamiento de 
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tumores que no responden a otras terapias y, tras haber superado con éxito ensayos en 
animales,259,260 en la actualidad se encuentra en fase I de ensayos clínicos.261 
Otros autores también han explotado la derivatización de vectores policatiónicos 
con CDs para disminuir la toxicidad y mejorar la eficacia. Uekama y Arima han 
observado que la incorporación covalente y estadística de βCD a dendrímeros PAMAM 
contribuye a mejorar los niveles de transfección en diferentes líneas celulares de ADN262 
y ARN263 y reduce drásticamente la toxicidad asociada al núcleo dendrítico. 
Paralelamente, Yui y colaboradores han descrito una aproximación no covalente basada 
en la elaboración de rotaxanos. Ensartando unidades de γCD con una cadena lineal de PEI 
han obtenido vectores con mucha menor toxicidad que la PEI por si sola.264 Ooya265 y 
Li266 han descrito, independientemente, rotaxanos con diseños alternativos basados en 
CDs (αCD y βCD, respectivamente), funcionalizadas con grupos catiónicos y ensartadas 
por cadenas de PEG, con prometedoras propiedades como vectores de genes. 
Simultáneamente al desarrollo de esta Tesis, los grupos de Reineke158 y 
Yannakopoulou,267 conscientes de los inconvenientes asociados al empleo de vectores 
polidispersos, han desarrollado diferentes estrategias para sintetizar βCDs policatiónicas 
mediante la funcionalización de las posiciones primarias (Figura 43). Empleando la 
cicloadición 1,3-dipolar entre alquinos terminales y azidas, Reineke ha elaborado una 
pequeña familia de CDs policatiónicas (Figura 43A) con la que ha optimizado la 
capacidad de complejación y protección del pADN y su transfección a células HeLA y 
H9c2. Los mejores candidatos muestran eficacias similares a las obtenidas con jetPEI™ y 
Superfect, dos de los vectores más empleados en la actualidad. Para potenciar la 
complejación CD:ADN, Yannakopoulou, por su parte, ha explotado la mayor afinidad 
que existe entre grupos guanidinio y fosfato (Figura 43B). Recientemente, una versión 
dendrítica de estas CDs policatiónicas monodispersas ha sido descrita por Marsura y 
colaboradores (Figura 43C).268 



































































































































Figura 43. Ejemplos representativos de las CDs policatiónicas monodispersas descritas por 
Reineke (A),158 Yannakopoulou (B)267 y Marsura (C).268 
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Aprovechando que la estructura de las CDs naturales presenta dos caras bien 
definidas y químicamente diferenciables, Darcy y Ravoo han desarrollado una 
metodología para preparar derivados anfifílicos con cadenas alquílicas sobre la corona 
primaria de la CD y grupos polares en la secundaria que presentan propiedades de 
autoorganización en medio acuoso.269 Estos derivados no son capaces de transfectar 
porque no complejan eficazmente ADN. Sin embargo, Darcy y O’Driscoll han observado 
que análogos catiónicos (Figura 44) lo hacen con una eficacia similar a DOTAP, uno de 





























































































R = CH3, C7H15, C11H23  
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Estos resultados ilustran el potencial de las CDs anfifílicas como vectores de 
genes. Un inconveniente, sin embargo, es que las metodologías descritas para preparar 
estos compuestos no garantizan su homogeneidad.  
En este sentido un objetivo primordial de esta Tesis ha sido el desarrollo de una 
metodología modular para la síntesis de derivados homogéneos de CDs anfifílicas 
policatiónicas y estudiar, en base a su estructura, sus propiedades de complejación y 
transfección de material génico. Partiendo de la hipótesis de que las propiedades 
supramoleculares dependen de la estructura molecular del conjugado de CD, su capacidad 
de encapsulación y transporte podrían ser manipuladas químicamente, lo cual constituiría 
una poderosa herramienta para el diseño de nuevos vectores artificiales de genes para 
terapia génica. En el desarrollo del trabajo descrito a continuación, se ha contado con la 
colaboración del grupo del Prof. Pierre Vierling (CNRS – Univ. Niza, Francia), para la 
evaluación de la capacidad de complejación de pADN y transfección frente a diferentes 
líneas celulares y del Dr. Antonino Mazzaglia (ISMN (CNR) – Univ. di Messina, Italia), 
en la caracterización de los nanoagregados de CD. 
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4.7. Resultados y discusión 
 
 La naturaleza esencialmente polidispersa de los polímeros policatiónicos suele 
dificultar la extracción de conclusiones sobre la relación actividad-estructura con las que 
retroalimentar el diseño de nuevos vectores. Aunque hay casos excepcionales, como los 
polímeros basados en CDs descritos por Davis,261 este es un problema con el que muchos 
diseños prometedores se han topado. Adicionalmente, incluso sistemas poliméricos que 
han dado prueba de su eficacia, pueden ver limitada su relevancia clínica debido a las 
estrictas exigencias legales a las que deben enfrentarse los materiales polidispersos para 
acceder a las fases de ensayos clínicos.49,151 
Simultáneamente al desarrollo de esta Tesis, diversos vectores molecularmente 
bien definidos basados en CDs158,267,268 han emergido como una alternativa prometedora. 
Estos sistemas monodispersos son susceptibles de ser modificados químicamente y su 
estructura puede modularse de forma sistemática. La idea subyacente tras esta 
aproximación general es el uso de CDs como estructuras macrocíclicas preorganizadas 
para obtener una disposición precisa de elementos funcionales. 
Por otro lado, a pesar de no disponer de compuestos completamente homogéneos, 
McMahon271 ha mostrado que las propiedades de autoorganización de los derivados 
anfifílicos de CDs son superiores a las de los análogos no anfifílicos. Un efecto similar ha 
sido observado por Sansone en la serie de los calixarenos.31,36,272 
En este contexto, nuestra estrategia para el diseño de sistemas de transfección se 
basa en que la incorporación de dominios policatiónicos e hidrófobos separados sobre el 
núcleo de la CD podría ser explotada para generar una anfifilia facial.273 La hipótesis de 
partida es que este carácter anfifílico dotaría al sistema de propiedades de autoensamblaje 
y aptitudes biomiméticas,274 favoreciendo la internalización a través de la membrana 
celular. Durante el desarrollo de esta Tesis, nuestro grupo de investigación ha demostrado 
la validez de esta hipótesis empleando una metodología de funcionalización facial 
selectiva. Así se han elaborado dos familias de CDs anfifílicas policatiónicas 
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completamente homogéneas con patrones de funcionalización complementarios: de tipo 















Figura 45. Representación esquemática de diseños alternativos de paCDs: tipo “falda” (izquierda) 
y tipo “medusa” (derecha). 
 
Existen diferentes estrategias de funcionalización posibles para instalar los grupos 
catiónicos o las cadenas lipófilas en cada una de las caras de la CD. El trabajo que se 
presenta en esta Tesis se ha centrado en el uso de la reacción de formación de grupos 
tiourea. Simultáneamente, nuestro grupo de investigación (Tesis Doctoral de Alejandro 
Méndez Ardoy), en colaboración con el Prof. Francisco Santoyo González (Univ. 
Granada), ha explotado la química de formación de triazoles para acceder a derivados 
policatiónicos anfifílicos de tipo “falda” de la βCD (Figura 46a).276 Sus propiedades son 
significativamente superiores a los descritos por Reineke158 en células HeLa.  
La segunda familia, de tipo “medusa” (“CDs reversas”), se ha elaborado mediante 
un esquema de protección-desprotección de los hidroxilos de la corona primaria que 
permite la funcionalización de la cara secundaria. Estos sompuestos presentan una 
disposición inversa de los elementos hidrófobos e hidrófilos (Figura 46b).277 Una 
estrategia muy similar ha sido descrita por Byrne y colaboradores recientemente.63 En 
ambas familias, modificaciones sutiles de la estructura afectan drásticamente su capacidad 
de autoorganización y, consecuentemente, sus propiedades de vectorización de genes. 
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Figura 46. Estructuras representativas de CDs policatiónicas anfifílicas descritas en nuestro grupo 
de investigación.276,277 
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En esta Tesis se ha iniciado la aplicación de este concepto para la preparación de 
una colección de ciclodextrinas policatiónicas, anfifílicas y monodispersas (polycationic 
amphiphilic cyclodextrins, paCDs) con capacidad de autoorganización en presencia de 
pADN para formar complejos estables de paCDs:pADN (CDplejos). Para lograrlo se ha 
desarrollado una estrategia sintética modular que permite la modificación sistemática de 
la densidad de carga, la longitud y naturaleza del espaciador y el balance hidrófilo-
hidrófobo del conjunto con una alta eficiencia y manteniendo un coste sintético 
relativamente bajo. La influencia de las modificaciones estructurales se ha investigado, 
por un lado, en relación a las propiedades fisicoquímicas de los agregados en presencia y 
ausencia de plásmidos y, por otro, en relación a su eficacia de transfección frente a 
distintas líneas celulares (BNL-CL2 y COS7) en comparación con la de polímeros 
policatiónicos comerciales (bPEI, 25 kDa278 y JetPEI™ lineal, 22 kDa).234,279 
 
4.7.1 Criterios de diseño y síntesis 
 
La construcción de CDs multifuncionales como las paCDs depende, de forma 
crítica, de la disponibilidad de métodos de derivatización eficientes y selectivos para 
ambas caras de la estructura. En principio, se pueden considerar los dos diseños de CDs 
anfifílicas (“falda” y “medusa”), dependiendo de la distribución de las cabezas catiónicas 
y las colas hidrófobas.275 La funcionalización de los hidroxilos secundarios para acceder a 
arquitecturas tipo “medusa” generalmente requiere proteger en primer lugar los hidroxilos 
primarios,63,277 más accesibles, lo que implica secuencias de reacción con ciclos de 
protección/desprotección. Por ello hemos considerado más adecuada la arquitectura de 
tipo “falda” para el propósito de este trabajo. Adicionalmente, dado que la manipulación 
selectiva de los hidroxilos de cada cara es una metodología común para los tres tipos de 
CDs disponibles comercialmente, la βCD, la más interesante desde el punto de vista 
industrial, ha sido la plataforma elegida. 
A pesar de que hay una amplia variedad de estrategias sintéticas para la 
manipulación homogénea y regioselectiva de los hidroxilos primarios (anillo estrecho),23 
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la manipulación de los hidroxilos secundarios de la CD (anillo ancho) ha sido explorada 
con menor éxito.269,271,280 Se ha descrito que incluso las reacciones relativamente 
sencillas, como la acilación, no se completan, produciendo mezclas de productos de 
sobreacilación y acilación incompleta281 que dificultan seriamente la purificación de los 
productos uniformemente sustituidos que preserven la simetría original. Este problema se 
ha conseguido resolver, en este caso, aplicando un método que utiliza el anhídrido de 
ácido y 4-(N,N-dimetilamino)piridina (DMAP) como agente acilante y catalizador, 
respectivamente, en lugar de los más habituales cloruro de ácido y piridina.  
Estas condiciones, además de evitar las reacciones de sobreacilación, no afectan a 
grupos sensibles a la sustitución nucleófila y ha permitido explorar dos rutas sintéticas 
alternativas para acceder a la primera generación de CDs policatiónicas anfifílicas, en 
función del orden de funcionalización de las caras del núcleo de CD (Esquema 16). A 
partir de la heptakis(6-bromo-6-desoxi)ciclomaltoheptaosa (117), obtenida en un solo 
paso desde la βCD comercial según el procedimiento descrito por Defaye,157,282 se ha 
investigado, en primer lugar, la acilación homogénea de la cara secundaria. La acilación 
de 117 con anhídrido hexanóico y DMAP en piridina, seguida de purificación en columna 
de gel de sílice, condujo al derivado tetradecahexanoilado 120, cuya homogeneidad fue 
confirmada por RMN y EM-ESI, con un 72% de rendimiento. Cuando se emplea DMF 
como disolvente, sin embargo, la reacción es más lenta y es necesario emplear 
temperaturas superiores que producen reacciones secundarias asociadas a la sustitución 
nucleófila del haluro. La posterior funcionalización de la cara primaria mediante la 
sustitución nucleófila de los haluros con 2-(terc-butoxicarbonilamino)etanotiol se llevó a 
cabo en DMF en presencia de carbonato de cesio con buen rendimiento. 
Alternativamente se ha investigado la estrategia contraria, consistente en llevar a 
cabo, en primer lugar, la funcionalización de la cara primaria de la CD para obtener el 
derivado 19 y, a continuación, la acilación de los hidroxilos secundarios. La sustitución 
de los siete átomos de bromo por 2-(terc-butoxicarbonilamino)etanotiol en presencia de 
carbonato de cesio transcurre con un rendimiento prácticamente cuantitativo sin 
necesidad de purificación mediante cromatografía en columna. En este caso, la posterior 
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acilación de los hidroxilos secundarios en presencia de DMAP se puede llevar a cabo sin 
problemas en DMF. De hecho, la reacción se ha efectuado tanto con anhídrido hexanóico 
(→ 121, 76%) como con anhídrido mirístico (→ 53, 67%), sin observarse, en estas 
condiciones, la formación de productos de sobreacilación por reacción del agente acilante 
con el nitrógeno carbámico. En ambos casos, la hidrólisis ácida de los grupos carbamato 
condujo de forma cuantitativa a 122 y 54, primeros ejemplos de esta familia de paCDs 
(Esquema 16). 
n = 1, 121, 122











X = Boc, 121, 53






























Esquema 16. Síntesis de 122 y 54. Reactivos y condiciones: a) Anhídrido hexanóico, DMAP, Py, 
16 h, 72%; b) BocHN(CH2)2SH, Cs2CO3, DMF, 60 ºC, 48 h, 70%; c) BocHN(CH2)2SH, Cs2CO3, 
DMF, 60 ºC, 48 h, 99%; d) Anhídrido hexanóico (n = 1) o mirístico (n = 9), DMAP, DMF, 70 ºC, 
48 h, 80 y 67%, respectivamente; e) i, 1:1 TFA-CH2Cl2, 2 h; ii, HCl, 99%. 
 
Es destacable que cualquiera de las dos rutas permite acceder a los primeros 
derivados policatiónicos de CDs anfifílicas homogéneos en tan solo cuatro etapas desde 
la βCD comercial. Sin embargo, la opción más utilizada durante el desarrollo de esta 
Tesis ha sido la segunda (etapas c y d, Esquema 16), ya que requiere una única etapa de 
purificación en columna de gel de sílice. 
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La elección del segmento de 2-aminoetanotiol no es trivial. Resultados anteriores 
de nuestro grupo de investigación han puesto de manifiesto que la nucleofília de los 
grupos amino en derivados de βCD aumenta significativamente tras la inserción del 
espaciador etiltio entre el átomo de nitrógeno y el núcleo de CD,28 lo que debe favorecer 
las interacciones con los aniones fosfato en el esqueleto del pADN. La longitud de la 
cadena alifática, que influencia en balance hidrofilia/hidrofobia y, consiguientemente, las 
propiedades de autoensamblaje, también es un parámetro crítico. 
Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, el derivado hexanoilado 122 
fue elegido como arquitectura de partida para elaborar, mediante derivatización química, 
una colección de CDs anfifílicas. Para este fin, se eligió de nuevo la reacción de 
acoplamiento entre aminas e isotiocianatos. Además de las virtudes comentadas en el 
capítulo anterior, los aductos resultantes incorporarán un conjunto de centros donadores 
de enlaces de hidrógeno apropiadamente localizado para interaccionar, cooperativamente 
con los grupos amino, con los aniones fosfato del plásmido. Es sabido que el 
reconocimiento de aniones y su unión en sistemas biológicos no se basan exclusivamente 
en la compensación de cargas sino que, frecuentemente, depende de la presencia de redes 
cooperativas de enlaces de hidrógeno e interacciones electrostáticas,283 hecho que es 
especialmente relevante en el caso de los grupos fosfato.284 De hecho se ha observado que 
oligosacáridos que incorporan tioureas como puentes intersacarídicos son capaces de 
complejar aniones fosfato incluso en medio acuoso.229,285 
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X = Boc, 55








































Esquema 17. Síntesis de tioureido paCDs. Reactivos y condiciones: a) BocHN(CH2)2NCS (114), 
Et3N, CH2Cl2, 16 h, 90%; b) Cl2CS, CaCO3, CH2Cl2-H2O, 2.5 h, 64%; c) BocHN(CH2)2NH2, 
Et3N, CH2Cl2, 20 h, 85%; d) i, 1:1 TFA-CH2Cl2, 2 h; ii, HCl, 99%. 
 
La ruta más directa para la formación de los grupos de enlace a fosfatos sobre el 
anillo primario de la CD es la adición nucleófila catalizada por base de la heptaamina 122 
a aminioisotiocianatos adecuadamente funcionalizados.28,286 Como se muestra en el 
Esquema 17, el acoplamiento del 2-(terc-butoxicarbonilamino)etil isotiocianato (114)287 a 
la estructura 122 conduce a la correspondiente politioureido CD protegida 55 con un 90% 
de rendimiento tras purificación mediante cromatografía en columna de gel de sílice. El 
compuesto 55 puede obtenerse también mediante una ruta alternativa que consiste en la 
isotiocianación de 122 con tiofosgeno (→ 123) y posterior adición nucleófila de 2-(terc-
butoxicarbonilamino)etilamina (85%). 
A través de cualquiera de las dos rutas, la desprotección de los siete grupos 
aminos de 55, catalizada por TFA, permitió obtener la poliaminotioureido CD anfifílica 
56 con excelente rendimiento. La homogeneidad de la estructura se confirmó mediante 
RMN y EM-ESI (Figura 47). 
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Aunque la ruta alternativa no aporta ninguna ventaja en la síntesis de 56, es 
interesante destacar que puede resultar muy útil para obtener derivados en los que el 
isotiocianato correspondiente sea susceptible de sufrir reacciones intramoleculares288 o 




























Figura 47. Espectros de 1H RMN (500 MHz, MeOD) y EM-ESI de 56. 
 
Se ha elaborado una colección de compuestos homogéneos con el fin de 
investigar el efecto que variaciones sistemáticas en la estructura del núcleo de la CD 
anfifílica pudieran tener sobre sus propiedades de autoorganización. Para modificar 
parámetros estructurales como la distancia entre los motivos de unión a fosfatos (aminas 
y tioureas), su disposición relativa, la flexibilidad del espaciador y la ausencia o la 
presencia múltiple de cada uno de ellos, se seleccionaron una serie de aminas (33, 97 y 
124-127) e isotiocianatos (30, 32, 114, 118 y 119) fácilmente asequibles (Figura 48). La 
mayoría de estos sintones son comerciales o se han preparado según la bibliografía, 
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exceptuando los compuestos 30, 32 y 33 cuya preparación se describe en la parte 
experimental de esta Tesis (Apartado 8.3). 
 
 
Figura 48. Derivados de aminas e isotiocianatos utilizados para la construcción de la colección de 
paCDs. 
 
Las poliaminotioureido CDs protegidas con Boc fueron sintetizadas en paralelo 
mediante la adición nucleófila en CH2Cl2, catalizada por trietilamina, de los 
diisotiocianatos o diaminas de la Figura 48 con la heptaamina o el heptaisotiocianato 
derivados de CD (122 o 123, respectivamente) (Esquema 18). En todos los casos la 
reacción se completa en un tiempo relativamente corto (2 h), como se comprueba por 
c.c.f. y EM-ESI de la mezcla de reacción. No se observa la formación de productos de la 
autocondensación de los isotiocianatos, típicamente asociada al uso de tiempos largos de 
reacción o temperaturas elevadas.288 Las purificaciones se pudieron realizar en todos los 
casos mediante una cromatografía en columna en gel de sílice con rendimientos finales 
del 64 al 99%, muy destacables para reacciones en las que tienen lugar siete adiciones. La 
hidrólisis de los grupos protectores carbamato, catalizada por TFA, condujo a las CDs 
anfifílicas policatiónicas. Para facilitar el manejo y proporcionar una mayor estabilidad, 
los crudos se transformaron en sus respectivos clorhidratos mediante liofilización en una 
disolución de ácido clorhídrico diluido. 
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Esquema 18. Síntesis en paralelo de paCDs. Reactivos y condiciones: a) Cl2CS, CaCO3, CH2Cl2-
H2O, 2.5 h; b) Et3N, CH2Cl2, 16 h; c) i, 1:1 TFA-CH2Cl2, 2 h; ii, HCl, 99%. 
 
Diseño de vectores de genes para transfección   135 
 
n
n = 1, 56
n = 3, 58



















































































































Figura 49. Miembros de la colección de politioureido CDs anfifílicas. 
 
Los espectros de RMN y EM-ESI, así como el análisis elemental, demostraron 
inequívocamente la estructura y la homogeneidad de cada compuesto de la colección. Por 
ejemplo, la Figura 50 muestra los espectros de 1H-RMN y EM-ESI de la CD 
tetradecacatiónica 70, observándose un único sistema de spin, típico de una molécula con 
simetría axial, y los picos de los iones moleculares con carga dos (m/z 1970), tres (m/z 
1314) y cuatro (m/z 986), respectivamente. 
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Figura 50. Espectros de 1H RMN (500 MHz, 313 K, MeOD, arriba) y EM-ESI (abajo) de 70. 
 
4.7.2. Complejación de pADN y caracterización de los CDplejos 
 
Las CDs anfifílicas policatiónicas sintetizadas en este capítulo constituyen una 
serie estructuralmente diversa de conjugados homogéneos muy adecuada para el estudio 
de la relación entre estructura molecular y propiedades de autoorganización en ausencia y 
presencia de material génico. En esta colección se ha incluido el derivado anfifílico 
neutro 128 como compuesto de control para evaluar la contribución relativa de los 
enlaces de hidrógeno y las interacciones electrostáticas en la complejación del pADN. 
Adicionalmente, se han incluido en los estudios los compuestos 113 y 24 (descrito en el 
capítulo anterior), desprovistos de las cadenas de ácidos grasos en la cara secundaria de la 
plataforma de βCD, como compuestos de control no anfifílicos con el fin de estimar la 
importancia de este factor en el proceso de autoorganización. 
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En colaboración con el Dr. Antonino Mazzaglia (ISMN, CNR ─ Univ. di 
Messina, Italia) se han realizado experimentos que han demostrado la capacidad de 
autoensamblaje de las paCDs. Se ha observado que los miembros de esta colección, 
presentan concentraciones micelares críticas (CMC) muy bajas (< 0.1 μM) y dan lugar a 
agregados positivamente cargados tanto en disolución salina (NaCl 1 mM) como en 
medio tamponado (tampón fosfato 1 mM, pH 7). El tamaño de estos agregados, 
determinado mediante Dispersión Dinámica de la Luz (Dynamic Light Scattering, DLS), 
está en el rango de 80 a 140 nm (diámetro hidrodinámico) y su carga superficial 
(potencial ζ) entre + 42 y + 65 mV en medio salino y + 19 y + 29 mV en tampón fosfato. 
Sin embargo estas nanopartículas resultan inestables y tienden a agregarse en otras 
mayores a pH neutro. 
Curiosamente, a pesar de que las paCDs preparadas en este estudio tienden a 
formar agregados irregulares en medio acuoso, en presencia de ADN se observó un efecto 
plantilla que condujo a nanopartículas compactas, ordenadas y más estables. El 
tetradecamiristoato 54 y el derivado neutro 128, que no se dispersan en medio acuoso, 
son las únicas excepciones. Estos resultados preliminares confirmaron que la presencia 
del conjunto policatiónico y un balance hidrófilo/hidrófobo adecuados son características 
cruciales para controlar el autoensamblaje y establecer interacciones efectivas con el 
pADN que lleven a su compactación. 
Para corroborar esta observación se han llevado a cabo experimentos de electroforesis 
en gel de agarosa con diferentes formulaciones de los complejos paCD:pADN en tampón 
HEPES. La preparación de estos complejos se llevó a cabo mezclando distintas 
proporciones de pADN y paCD, calculadas en base a la relación N/P (número de grupos 
amonio catiónicos del vector frente al número de grupos fosfato aniónico del plásmido). 
En estos experimentos se han utilizado relaciones N/P de 5, 7, 10 y 30, lo que quiere decir 
que se han añadido a la formulación 5, 7, 10 o 30 grupos protonables por cada grupo 
fosfato del pADN utilizado. Con el fin de evitar fenómenos de autoagregación entre los 
derivados de CDs, sus disoluciones madre se prepararon en DMSO y, más tarde, se 
diluyeron en la disolución del pADN con tampón HEPES (20 mM, pH 7.4). El contenido 
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final en DMSO nunca excedió el 1% v:v. La paCD con catorce cadenas de hexanoilo en 
la cara secundaria (122)  condensó el plásmido formando CDplejos nanométricos 
adecuados para el transporte de genes mientras que el análogo miristoilado (54) no los 
formó debido, probablemente, a su rápida e irreversible agregación en medio acuoso. 
En un experimento preliminar, empleando nanopartículas formuladas a partir de 
la paCD 122 y un plásmido que codifica la luciferasa (pTG11236), se ha podido 
comprobar que el pADN queda completamente protegido de la degradación y aislado del 
medio para relaciones N/P superiores a 5. El revelado del gel utilizando bromuro de 
etidio, un agente intercalante que produce una señal luminiscente en presencia de ADN, 
muestra el cambio de desplazamiento de la banda control (pADN libre) y la ausencia de 
fluorescencia en las líneas correspondientes a los complejos (Figura 51, izquierda). La 
integridad del plásmido no se afecta por el proceso de complejación, como demuestra el 
hecho de que pueda ser recuperado intacto induciendo la disociación del complejo con 
dodecilsulfato sódico (SDS) (Figura 51, derecha). 
 
Figura 51. Electroforesis en gel de agarosa de 122:pADN mostrando la complejación del 
plásmido (izquierda) y la disociación del complejo inducida por SDS (derecha). Se utilizó pADN 
libre como referencia. 
 
La capacidad de otros miembros de la colección de paCDs para formar CDplejos 
estables con pADN se determinó por un procedimiento similar. Se analizaron diferentes 
formulaciones con relaciones N/P entre 5 y 30 mediante electroforesis en gel de agarosa, 
tiñendo alternativamente con bromuro de etidio, para detectar ADN libre, y azul de 
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bromofenol, para detectar los grupos amino de la superficie de las nanopartículas. En la 
Figura 52 se puede comprobar la ausencia de plásmido libre en todas las formulaciones, 
incluso en las que emplean CDs no anfifílicas (24 y 113). Sin embargo solo los complejos 
formulados con paCDs (56, 68 y 70) protegen el plásmido frente a agentes intercalantes 
como el bromuro de etidio. La poliamino CD 113 no es capaz de proteger al plásmido ni 
siquiera para relaciones N/P superiores a 30. El hecho de que la poliaminotioureido CD 
24 sí consiga proteger el pADN frente a la inclusión del agente intercalante a relaciones 
N/P superiores a 10 pone de manifiesto la mayor eficacia de la interacción de los 




Figura 52. Experimentos de electroforesis en gel de agarosa revelados con bromuro de etidio (A) 
y azul de bromofenol (B) con paCDs 56, 68, 24, 113 y 70 a diferentes relaciones N/P (5, 10 y 30). 
 
La acilación de la cara secundaria facilita, por tanto, la protección del material 
génico, que no es accesible al bromuro de etidio a ninguna de las relaciones N/P 
estudiadas, probablemente debido a una compactación más eficaz de las nanopartículas. 
El revelado con azul de bromofenol, un reactivo sensible a la presencia de grupos amino, 
muestra una única banda que se corresponde con la asignada a los CDplejos (Figura 52). 
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De todos modos, dado que esta banda no migra en las condiciones experimentales, no se 
puede descartar que para formulaciones con valores elevados de relación N/P coexistan 
en esta banda los CDplejos con agregados sin pADN formados por un exceso de paCDs. 
El diámetro hidrodinámico y el potencial ζ de las nanopartículas CDs:pADN se 
determinó por DLS para diferentes N/P. Aunque todas las CDs policatiónicas mostraron 
capacidad de complejación, los resultados de DLS confirmaron que los derivados no 
anfifílicos 113 y 24 no llegan a formar nanopartículas bien definidas, lo que está de 
acuerdo con la necesidad de la existencia de una estructura anfifílica que promueva el 
proceso de compactación (Figura 53). Este resultado contrasta con los descritos por 
Reineke,158 cuyos vectores catiónicos basados en CDs forman complejos cargados 
positivamente (+5 < ζ < +15 mV) con tamaños entre 80 y 120 nm incluso a relaciones 
N/P relativamente bajas (5). En nuestro caso, los CDplejos no anfifílicos 113:pADN y 
24:pADN mostraron valores de potencial ζ cercanos a la neutralidad, incluso para 
relaciones N/P superiores (10), lo que es consistente con una baja capacidad de 
compactación del pADN.  
Por su parte, los valores de potencial ζ mostrados por las formulaciones basadas 
en paCDs sí resultan positivos (+20 < ζ < +50 mV). Las medidas para N/P 10 son 
sensiblemente más altas que para N/P 5. Sin embargo, relaciones N/P superiores no hacen 
aumentar este valor: el potencial ζ medido para N/P 30 no es significativamente distinto 
que para N/P 10. Estos resultados sugieren una estequiometría ideal para los complejos 
paCD:pADN que se encuentra próxima a una relación N/P de 10 y, a partir de la cual, el 
exceso de paCD no se incorpora a la estructura de la nanopartícula. 
 




































Figura 53. Diámetro hidrodinámico (barras, nm) y ζ (●, mV) de los CDplejos, determinados por 
análisis de DLS y M3-PALS, respectivamente. Las barras huecas corresponden al tamaño de las 
nanopartículas a N/P 5 y las rellenas a N/P 10, mientras que los puntos representan ζ a N/P 10. 
 
Exceptuando el caso del complejo 56:pADN con N/P 5, todos los CDplejos 
preparados con paCDs mostraron diámetros hidrodinámicos bastante pequeños, alrededor 
de los a 75 nm, comparados con los poliplejos de polietilenimina ramificada (bPEI, 25 
kDa), uno de los sistemas de transporte de genes comercialmente disponibles más 
eficaces (> 100 nm).234,279 Además, se observó una baja polidispersidad del tamaño de las 
nanopartículas catiónicas en cada experimento individual. Estas características, pequeño 
tamaño y baja monodispersidad, resultan muy interesantes ya que solo han sido descritas 
para procesos de condensación monomolecular que ocurren al mezclar pADN con los 
detergentes policatiónicos dimerizables descritos por Zuber,230,289 aunque no hay 
evidencias de que sea lo que ocurre en este caso. El hecho de formarse partículas más 
pequeñas que las que se forman con vectores poliméricos clásicos como la PEI puede 
indicar que la interacción paCD:pADN no depende exclusivamente de fuerzas 
electrostáticas, sino que debe estar reforzada por interacciones por enlace de hidrógeno y 
fuerzas hidrófobas. Esta hipótesis está fundamentada en la observación de la pobre 
compactación que proporcionan 113 y 24. Los resultados sugieren que la complejación de 
plásmidos por paCDs es un proceso en dos etapas, similar al descrito para los lípidos 
catiónicos:290 una primera etapa, dirigida por interacciones básicamente electrostáticas, 
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que implica la organización de las moléculas de paCD alrededor de la cadena 
oligonucleotídica, y una segunda consistente en la compactación de la estructura inducida 
por la proximidad de la capa hidrófoba formada en torno al plásmido. El primero debe ser 
un proceso rápido y reversible, mientras que el segundo sería más lento y esencialmente 
irreversible. 
El pequeño tamaño y la distribución homogénea de las formulaciones de 
CDplejos se confirmó mediante Espectroscopía de Transmisión Electrónica (TEM) 
(Figura 54).291 Con un aumento mayor se puede observar una ultraestructura enrollada 
tipo “caracol”. Estas estructuras se forman, posiblemente, al alternar agrupaciones 
laminares de paCDs y zonas de alta densidad electrónica correspondientes a la molécula 
de ADN, algo similar a la estructura tipo “cebolla” observada en complejos 
multimoleculares de RNAi-lípidos catiónicos.222  
 
 
Figura 54. Imagen de Espectroscopía de Transmisión Electrónica (TEM) de los CDplejos 
56:pADN (izquierda) y 70:pADN (derecha). 
 
En base a las dimensiones moleculares de las paCDs, se puede estimar el grosor 
de una doble capa de paCDs alrededor de la cadena de ADN en torno a ~2.5-3.0 nm. Por 
su parte, el plásmido puede considerarse como un cilindro con unas dimensiones 
aproximadas de 2.4 nm de diámetro y 3.4 nm de longitud cada 10 pares de bases.292,293 
Con estos datos se podría hacer una estimación de tamaño teórico de un CDplejo esférico 
Diseño de vectores de genes para transfección   143 
 
con una única molécula de pADN (5739 pb) entre 40-45 nm. Este cálculo concuerda con 
la medida realizada por TEM (Figura 54). La discrepancia de tamaños obtenidos por 
TEM y DLS, siempre superiores con la segunda técnica, es atribuible a la capa de 
solvatación que acompaña a las partículas en su movimiento a través del medio acuoso. 
El pequeño tamaño y homogeneidad de los CDplejos son muy adecuados a las 
necesidades descritas para las aplicaciones sistémicas in vivo,294 en las que la difusión a 
través del epitelio y las membranas impone restricciones de tamaño muy importantes. De 
cara a posibles aplicaciones en medio fisiológico, se ha investigado el efecto del suero o 
de un medio salino en el tamaño y estabilidad de los CDplejos. Dado que la interacción 
que conduce a la formación de los CDplejos tiene un origen básicamente electrostático, es 
de esperar que sus propiedades puedan verse afectadas por variaciones en la fuerza iónica 
del medio. Este fenómeno se ha investigado en lipoplejos y poliplejos y es el origen de la 
desestabilización de muchos de ellos al utilizarlos en medio fisiológico. En nuestro caso 
se observó un aumento de diámetro hidrodinámico desde aproximadamente 70-80 nm 
hasta 130-220 nm cuando los complejos 56:pADN o 70:pADN con N/P 10 se incubaron 
en un medio con 10% de suero. El aumento de tamaño fue más pronunciado cuando los 
CDplejos se expusieron a concentraciones crecientes de NaCl, que imitan el estrés salino 
de un medio biológico. Mientras que los complejos formados con la paCD heptacatiónica 
56 no toleran bien concentraciones salinas superiores a 50 mM (la concentración 
fisiológica está en torno a 150 mM), los formulados con 70 muestran un aumento del 
tamaño mucho más moderado. Este resultado pone de manifiesto la mayor eficacia en la 
complejación de pADN por derivados con mayor densidad de carga (Figura 55). En 
cualquier caso, el pADN permaneció complejado y completamente protegido en estas 
condiciones, lo cual es significativamente distinto a lo descrito para sistemas no 
anfifílicos, que tienden a disgregarse más fácilmente.295 
 

















Figura 55. Variación del diámetro hidrodinámico inducida por medio salino en los complejos 
56:pADN  (línea punteada) y 70:pADN (línea continua) con N/P 7. 
 
4.7.3. Transporte de pADN y transfección 
 
La eficacia de transfección de los complejos paCDs:pADN se evaluó utilizando 
un gen codificador de luciferasa (pTG11236, pCMV-SV40-luciferase-SV40pA) en 
células BNL-CL2, COS-7 y KB. Las luciferasas son una familia de proteínas capaces de 
catalizar la reacción de oxidación de luciferinas (Figura 56), proceso en el que se produce 
luz (bioluminiscencia) que puede ser cuantificada por diferentes métodos. La eficacia de 
transfección sobre un conjunto de células se puede determinar midiendo la cantidad de 
luz producida al añadir el sustrato de la encima luciferasa que codifica el gen utilizado en 
el ensayo. Dicha medida puede relacionarse directamente con la cantidad de proteínas 
presentes en las células y esta con la cantidad de pADN que ha conseguido acceder de 
forma satisfactoria al núcleo de las células. Paralelamente, en estos ensayos se determinó 
también la viabilidad celular del proceso, que refleja los cambios metabólicos de las 
células al ser sometidas a la transfección. Este parámetro se calcula en base a la relación 
entre la cantidad de proteínas producidas por las células del ensayo con respecto a células 
control cultivadas en las mismas condiciones que no han sido tratadas con el sistema de 
transfección. 
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Figura 56. Reacción bioluminiscente catalizada por luciferasa. 
 
Las condiciones operativas se optimizaron previamente para CDplejos 
formulados con 122 y 56 en células BNL-CL2. Con fines comparativos se utilizaron PEI 
ramificada (bPEI, 25 kDa) o JetPEI™ lineal (22 kDa) y pADN libre, como controles 
positivos y negativo respectivamente. La mayor eficacia de transfección se obtuvo para 
relaciones N/P de 10 y 5 respectivamente. Relaciones N/P mayores no solo no mejoran la 
eficacia de transfección sino que, además, inducen una mayor toxicidad, posiblemente 
debido a la formación de agregados de paCDs desprovistos de pADN. Los CDplejos 
formados por los análogos policatiónicos no anfifílicos 113 y 24 mostraron una capacidad 
de transfección celular insignificantes, incluso menores que los pADN por sí solos 
(Figura 57), en claro contraste con los resultados descritos para CDs policatiónicas 
monodispersas no anfifílicas.158 Probablemente esto sea debido a la pobre capacidad de 
condensación y protección del pADN de estos derivados no anfifílicos de CDs, unido a su 
baja capacidad para unirse a la membrana celular. Se sabe que las propiedades 
fusogénicas de los lipoplejos juegan un papel decisivo en su interacción con membranas 
celulares, favoreciendo la internalización celular y el escape de los endosomas del 
complejo, desestabilizando las membranas biológicas formadas por lípidos aniónicos.296 
Los estudios de relación estructura-actividad pusieron de manifiesto la 
superioridad de las poliaminotioureas anfifílicas con respecto a los derivados de 
poliamino CDs como sistemas de transfección. Así, para N/P 5, los CDplejos formados 
por 56 resultaron ser unas 100 veces más eficaces que los formados por 122 (Figura 
57A). El hecho de que una mejora de dichas características en el transporte y expresión 
de genes pueda conseguirse insertando un elemento de reconocimiento que opere a nivel 
atómico es destacable. Estos resultados ilustran la relevancia del diseño molecular en las 
propiedades supramoleculares. Por otro lado, el comportamiento de 56 a N/P 5 es 
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equiparable al mostrado por la PEI ramificada en sus condiciones óptimas (N/P 10), pero 





































Figura 57. Eficacia de transfección (A) y viabilidad celular (B) en células BNL-CL2 de los 
CDplejos formados con 122, 56 y los controles no anfifílicos 113 y 24 en comparación con el 
pADN libre y poliplejos de bPEI con N/P 5 (barras huecas y ▲) y 10 (barras sólidas y ●). 
 
Para evaluar el efecto de diferentes espaciadores entre el grupo tiourea y los 
centros catiónicos se ha comparado el nivel de transfección y viabilidad celular de los 
CDplejos formados con 56, 58, 60, 62 y 64. De los datos de la Figura 58 se deduce que la 
expresión de luciferasa disminuye cuando aumenta la distancia entre los grupos amino y 
tiourea. Para valores de N/P 5 se observó que la eficacia de transfección disminuye 2 
órdenes de magnitud para 60 en comparación con 56. Sin embargo, para N/P 10 la 
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Esta observación pone de manifiesto el efecto beneficioso que tiene una adecuada 
disposición de los elementos de reconocimiento de fosfatos en las ramificaciones 
individuales sobre la eficacia de transfección de los correspondientes agregados 
supramoleculares. En el caso de los compuestos con anillos aromáticos como 
espaciadores (62 y 64) la acción simultánea de los grupos tiourea y amino sobre los 
fosfatos está probablemente impedida. En las mismas condiciones, la expresión de 
luciferasa para los correspondientes CDplejos disminuye hasta 500 veces en comparación 
con la de los CDplejos de 56. Además, la incorporación de los anillos aromáticos, 






































Figura 58. Eficacia de transfección (A) y viabilidad celular (B) en células BNL-CL2 de los 
CDplejos formados con paCDs heptacatiónicas 56, 58, 60, 62 y 64 frente al pADN libre y 
poliplejos de bPEI con N/P 5 (barras huecas y ▲) y 10 (barras sólidas y ●). 
 
Los resultados anteriores permiten identificar al segmento de aminoetiltiourea 
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mediados por CDplejos. Resultados anteriores en nuestro grupo de investigación ya 
habían puesto de manifiesto la idoneidad de este motivo de reconocimiento, capaz de 
coordinar eficazmente grupos fosfato.229  
Manteniendo fijo este motivo estructural, se ha explorado el efecto del número y 
disposición de grupos amino y tiourea sobre la corona primaria de la βCD. Al contrario 
de lo que cabría pensar, los compuestos con varios de estos grupos en disposición lineal 
(66 y 72) presentaron una menor capacidad de transfección que la heptaaminotiourea 56 
en células BNL-CL2, lo que contrasta con trabajos que proponen una interacción con 
oligonucleótidos favorecida por valencias superiores tanto para oligoetileniminas158 como 
para oligotioureas.228 Es conveniente mencionar que el cálculo de la relación N/P tiene en 
cuenta el número total de grupos protonables del vector. Consecuentemente, para alcanzar 
una misma relación N/P, CDplejos formulados con 66 contendrían la mitad de moléculas 
de paCD que las nanopartículas formuladas con 56. 
El incremento del número de grupos amino protonables en una disposición 
dendrítica sí representó una mejora significativa de las propiedades del vector. En el caso 
del compuesto 68, aunque la Figura 59 muestre un comportamiento similar al de 56, el 
hecho de que la estructura del primero contenga 21 grupos protonables por molécula 
(frente a 7 en 56) implica que solo es necesario 1/3 de la cantidad de paCD para conseguir 
la misma eficacia en términos molares. La mejor disposición tridimensional fue la 
presentada por 70. A pesar de la falta de uno de los centros donadores de enlace de 
hidrógeno en la tiourea, los complejos 70:pADN formulados con N/P 5 o 10 condujeron a 
una producción de luciferasa 10 veces superior a la correspondiente a los de 56:pADN. 
Esto significa también un orden de magnitud más eficaz que los poliplejos de bPEI para 
su relación N/P óptima, con una menor toxicidad (Figura 59). La expresión del gen que 
codifica la luciferasa conseguida con los complejos 70:pADN de relación N/P 5 es hasta 
tres órdenes de magnitud superior a la de los poliplejos de bPEI con N/P 5, con 
excelentes valores de viabilidad celular. 






































Figura 59. Eficacia de transfección (A) y viabilidad celular (B) en células BNL-CL2 de los 
CDplejos formados por poliaminotioureido-CDs anfifílicas 56, 66, 68, 70 y 72 frente al pADN 
libre y poliplejos de bPEI con N/P 5 (barras huecas y ▲) y 10 (barras sólidas y ●). 
 
Los experimentos realizados en otras líneas celulares (COS-7 y KB) indican que 
los CDplejos basados en paCDs se comportan como sistemas de transporte de genes de 
amplio espectro, con perfiles de transfección dependiente de la estructura que son 
paralelos en las diferentes líneas (Figura 60). Al igual que en BNL-CL2, el aumento del 
número de motivos de reconocimiento de fosfatos de forma dendrítica, conduce a un 
aumento de la expresión del gen de hasta dos órdenes de magnitud en las células COS-7 
cuando se comparan 56 y 70 (Figura 60). Para N/P 10, la eficacia de transfección de los 
CDplejos de 70 fue similar a la observada para los poliplejos de JetPEI™, pero con un 


























































Figura 60. Eficacia de transfección (A) y viabilidad celular (B) en células COS-7 de los CDplejos 
formados por 56 y 70 frente al pADN libre y poliplejos de JetPEI™ con N/P 5 (barras huecas y ▲) 
y 10 (barras sólidas y ●). 
 
Como ya se comentó, muchos vectores de genes artificiales que presentan una 
prometedora capacidad para el transporte de genes in vitro, fallan al intentar reproducir 
los resultados en condiciones fisiológicas,297 lo que, generalmente, se atribuye a la 
inestabilidad de los complejos en presencia de los componentes del suero. La alta 
concentración salina en el suero, alrededor de 150 mM, suele promover la agregación, 
conduciendo a la obstrucción vascular.298 Además, los complejos catiónicos se unen 
rápida e inespecíficamente a las proteínas aniónicas del suero lo que fomenta la 
agregación, disminuye la biodisponibilidad, limita la internalización celular y, 
ocasionalmente, promueve su fagocitosis.299 En este contexto, la cubierta anfifílica de los 
CDplejos debe contribuir a bloquear su interacción con los componentes aniónicos del 
suero. De hecho, los ensayos de estabilidad de las nanopartículas 70:pADN discutidos 
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esta hipótesis, se llevaron a cabo experimentos de transporte de genes en ausencia y 
presencia de suero (10%). En el caso del complejo 56:pADN la expresión de la luciferasa 
en las células BNL-CL2 fue 4 órdenes de magnitud inferior en presencia de suero (Figura 
61) en comparación con el ensayo en ausencia de suero. Sin embargo, que en el caso de 
los CDplejos de 70 la disminución de la eficacia es mucho menor, manteniendo valores 






































Figura 61. Eficacia de transfección (A) y viabilidad celular (B) en células BNL-CL2 de los 
CDplejos formados por 56 y 70 con N/P 10 frente al pADN libre y poliplejos de JetPEI™  en 
ausencia (barras huecas) y presencia (barras sólidas y línea) de suero (10%). 
 
 A la vista de estos resultados se han realizado ensayos preeliminares con 
complejos 56:pADN in vivo en ratones. Estos experimentos muestran un aumento 
importante de la expresión de luciferasa en los pulmones en comparación con el control 
(pADN). También se observa un aumento, más ligero pero significativo, de la expresión 
de luciferasa en los riñones (Figura 62). Es probable que esto ocurra debido a que es en 






























Figura 62. Fluorescencia media de las células de distintos órganos de ratas inyectadas con una 
disolución de CDplejos 56:pADN a N/P 10 (barras sólidas) frente a los valores para ratas 
inyectadas con pADN libre (barras huecas). 
 
En resumen, en este capítulo, se ha implementado un diseño sencillo  de CDs 
policatiónicas y anfifílicas (paCDs) que actúan como sistemas moleculares 
monodispersos de transporte de genes eficaces y una estrategia sintética modular 
adecuada para estudiar las relaciones entre estructura y actividad en dichos compuestos. 
La estructua final de estas paCDs puede ser modificada con detalle en aspectos como la 
densidad de grupos catiónicos, la flexibilidad o la presencia de grupos donadores de 
enlace de hidrógeno, manteniendo la simetría original del núcleo de CD. El correcto 
balance hidrofilia/hidrofobia en los compuestos ha demostrado ser un factor crucial para 
la complejación de pADN y la formación de nanopartículas. Con estos derivados de CD 
se han conseguido poblaciones monodispersas de pequeñas nanopartículas (>100 nm) de 
ADN con un tamaño adecuado para su utilización en aplicaciones sistémicas in vivo. La 
estabilidad de dichas nanopartículas y su eficacia de transfección pueden ser modificadas 
mediante la manipulación de la superfice molecular. Utilizando paCDs con una 
disposición ramificada de los grupos catiónicos se han descrito eficacias de transfección 
similares o incluso superiores a la de polímeros catiónicos como bPEI y JetPEI con 
menor toxicidad en las líneas celulares BNL-CL2 y COS-7 tanto en ausencia como en 
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5. Estudio del mecanismo de internalización celular de CDplejos 
 
El análisis de la relación estructura-actividad en los derivados de CDs anfifílicas, 
ha permitido identificar los rasgos estructurales necesarios para optimizar su función 
biológica a nivel atómico. Sin embargo, establecer una relación directa entre la 
arquitectura molecular del vector de genes y su eficacia de transfección no es sencillo. En 
un fenómeno tan complejo como la transfección en el que hay que atravesar un gran 
número de barreras fisiológicas, cada una de las cuales podría superarse mediante 
múltiples mecanismos. Procesos como la internalización, que está ampliamente aceptado 
que ocurre por endocitosis, la liberación de la carga de los endosomas o la translocación y 
expresión del material génico, pueden verse significativamente afectados por la naturaleza 
del vector. 
Los lípidos y los polímeros catiónicos constituyen un ejemplo de cómo las 
propiedades de transfección de cada tipo de vector dependen, en buena medida, de los 
mecanismos celulares que activa. Mientras que los primeros deben su eficacia, 
fundamentalmente, a su capacidad de desestabilizar la membrana lipídica de los 
endosomas,300 los segundos consiguen este mismo efecto explotando su capacidad para 
comportarse como esponjas de protones211 para tamponar el pH.296,301 Observaciones de 
este tipo han dirigido el diseño de las sucesivas generaciones en estas familias de 
vectores. 
El hecho de que las paCDs compartan características estructurales con lípidos y 
polímeros catiónicos plantea cuestiones sobre los mecanismos implicados en el acceso de 
las nanopartículas formadas con pADN (CDplejos) a la maquinaria celular. La 
elucidación de estos mecanismos resulta imprescindible para optimizar la capacidad de 
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5.1. La endocitosis como mecanismo de internalización celular 
 
La membrana celular es una estructura dinámica que sirve para separar el medio 
intracelular del entorno extracelular, protegiendo las frágiles estructuras biológicas de 
sustancias tóxicas u oportunistas existentes en el exterior celular y regulando, de forma 
coordinada, la entrada y salida de pequeñas y grandes moléculas. Solo pequeñas 
moléculas hidrófobas pueden atravesar rápidamente la membrana mediante difusión 
pasiva. Algunas de las moléculas más polares consiguen pasar de uno a otro lado gracias 
a la acción de canales y bombas proteicas selectivas. El resto de moléculas y 
macromoléculas deben ser transportadas al interior de las células de forma activa 
mediante procesos de formación de invaginaciones, que capturan los solutos, y escisión 
de las mismas de la membrana celular, formando vesículas intracelulares. Este proceso se 
denomina “endocitosis” y abarca un amplio conjunto de mecanismos de internalización 
de sustancias extracelulares.302 
La endocitosis se divide en dos grandes categorías en función del tipo de 
sustancias que se internaliza: fagocitosis (internalización de grandes partículas) y 
pinocitosis (internalización de fluidos y solutos) (Figura 63). La fagocitosis es un 
mecanismo mediado por actina, empleado predominantemente por células especializadas 
como macrófagos, neutrófilos o monocitos, que permite la internalización de especies 
relativamente grandes (bacterias, células muertas, depósitos de colesterol, levaduras).303 
La pinocitosis consiste en la captura de sustancias en vesículas generadas por la 
invaginación de pequeñas regiones de la membrana plasmática. Estas vesículas, 
generalmente con un diámetro inferior a los 200 nm, se denominan “endosomas”. 
Mediante pinocitosis se puede internalizar el fluido extracelular de forma no específica o 
moléculas reconocidas por receptores específicos de la membrana celular. La mayoría de 
las rutas endocíticas, y las más interesantes, son del segundo tipo. El reconocimiento de 
determinadas especies en el fluido extracelular por parte de los receptores específicos 
suele estar asociado a mecanismos que activan el proceso de endocitosis, lo que aumenta 
la permeabilidad de dichas sustancias hasta 1000 veces frente a procesos de 
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internalización no específica. La endocitosis seguida de la exocitosis de los ligandos en 
otra parte de la célula se denomina “transcitosis” y es un mecanismo que permite el 
transporte de sustancias a través de barreras como la membrana hemato-encefálica.304 
Se han caracterizado varios mecanismos básicos de pinocitosis: macropinocitosis 
(MP), endocitosis dependiente de clatrina (EDCla) y endocitosis dependiente de 
caveolina (EDCav), además de otros mecanismos independientes de clatrina y caveolina 
(EICC), cuyo funcionamiento no está plenamente comprendido (Figura 63). 
 
 
Figura 63. Vías de entrada a las células de mamíferos. Las rutas de endocitosis se diferencian en 
el tamaño de la vesícula endocítica, la naturaleza del contenido (ligandos, receptores, y lípidos) y 
el mecanismo de formación de la vesícula. 
 
La macropinocitosis es un mecanismo de internalización de fluido mediado por 
actina que puede ser inducido transitoriamente en la mayoría de las células de mamíferos. 
Consiste en la formación de grandes protuberancias que generan vesículas endocíticas de 
tamaños y formas irregulares con diámetros entre 0.5 y 2.5 μm. Es un mecanismo de 
endocitosis masiva e inespecífica de fluido extracelular que, por tanto, mantiene la 
concentración de solutos presente en el medio.305  
La EDCla es el proceso de endocitosis mejor comprendido. Se caracteriza por la 
formación de invaginaciones inducidas por la oligomerización de una proteína (clatrina) 
en la superficie interna de la membrana celular (Figura 64) y es responsable 
aproximadamente del 50% de la internalización mediada por receptores de la membrana 
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celular. Este proceso regula no solo la continua absorción de nutrientes sino también la 
comunicación intercelular, la traducción y transmisión de señales externas y la 
homeostasis con el entorno celular, controlando el nivel de receptores en la superficie 
celular. Aproximadamente el 2% de la superficie celular está ocupada por invaginaciones 
cubiertas de clatrina. La clatrina es una proteína que se compone de dos subunidades (de 
190 y 25 kDa, respectivamente) que se unen en grupos de tres formando estructuras de 
tres brazos denominadas “triskeliones”. Estas subunidades se ensamblan en 
construcciones poligonales altamente ordenadas que definen pozos en la superficie 
celular. Cuando estas cavidades recubiertas de clatrina se invaginan y se escinden de la 
membrana plasmática se forman las “vesículas recubiertas de clatrina”, con una alta 
concentración de complejos receptor-ligando en su interior, de unos 120 nm de diámetro 
(Figura 65). La velocidad con la que se generan estos endosomas es sorprendente, 
pudiendo aparecer cientos o miles de ellas cada minuto.306 El pH de las vesículas 
internalizadas desciende (pH ~ 6) como consecuencia de la activación de la bomba de 
protones, que ocurre de forma simultánea a la apertura de los canales de cloruro. 
 
 
Figura 64. Mecanismo de la endocitosis mediada por clatrina (trímero azul). 
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La EDCav se basa en la formación de vesículas, llamadas “caveosomas”, de unos 
60 nm de diámetro y cubiertas por caveolina-1. Su cinética es de 10 a 20 veces más lenta 
que las del las vesículas de EDCla y su formación ocurre, fundamentalmente, en zonas de 
la membrana ricas en lípidos y colesterol. Existen en la membrana celular “islas” de 
colesterol, esfingolípidos y lípidos saturados que se mueven con cierta libertad en el 
plano de la membrana celular, sin embargo, una vez formada la invaginación en estas 
zonas, la estructura, llamada “caveolo”, es estática. Este mecanismo, aunque bastante 
común, no está tan extendido como los anteriores ya que hay células (como los linfocitos 
y células neuronales) que no presentan las construcciones lipídicas necesarias. Sin 
embargo hay otras (como los adipocitos, células endoteliales o células musculares) que 
presentan gran cantidad de estas estructuras. La forma y la organización estructural de los 
caveolos vienen impuestas por la caveolina, una proteína dimérica que se une al 
colesterol, se inserta como un bucle en la membrana celular y se autoasocia para formar 
una cobertura estriada de caveolina en la superficie de la invaginación (Figura 65).307 Una 
característica que diferencia en gran medida esta ruta respecto de la EDCla es que es una 
internalización no acídica y no digestiva, es decir, los caveosomas no sufren disminución 
del pH, por lo que las sustancias internalizadas mediante esta ruta  son directamente 
transportadas al aparato de Golgi o al retículo endoplasmático evitando la degradación en 
el lisosoma.308 
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Figura 65. Formación de caveolos en las zonas ricas en lípidos de la membrana. 
 
Se han identificado adicionalmente diferentes mecanismos de endocitosis 
independientes de clatrina y caveolina (EICC), la mayoría de ellos con una importante 
dependencia del colesterol.309 No obstante, de los mecanismos de EICC se conocen muy 
pocos detalles ya que la mayoría de estas rutas se describen solo en términos negativos: se 
observa que existen mecanismos de endocitosis que aún actúan al bloquear las rutas 
dependientes de clatrina y caveolina. En algunos casos estos mecanismos son exclusivos 
de un único tipo células, para las cuales pueden desempeñar funciones peculiares. En 
otros casos el mecanismo puede variar de un tipo de células a otra no solo en la formación 
de las vesículas sino el transporte de su contenido, el destino de su carga y la regulación 
de la entrada. 
A pesar de que algunas de las rutas de endocitosis están bastante bien definidas, 
el proceso global es muy complejo y varía considerablemente en función del tipo de 
células y sustrato estudiados. Incluso se han encontrado casos (como el factor de 
crecimiento epidérmico) en los que la internalización ocurre a través de mecanismos que 
presentan, simultáneamente, características de varios de los mecanismos descritos 
(clatrina y cúmulos de lípidos para el ejemplo).310 
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En muchos de los mecanismos descritos anteriormente juega un papel 
fundamental la dinamina, una proteína dimérica que hidroliza GTP, responsable de la 
formación de hélices en el cuello de las invaginaciones que inducen la separación del 
endosoma y la membrana celular.311 La dinamina es una GTPasa atípicamente larga y 
modular cuyos segmentos cumplen funciones bien definidas. En los últimos estadíos de 
formación de muchos endosomas, la dinamina se autoensambla formando un collar 
alrededor del cuello de las invaginaciones y termina “estrangulando” estas formaciones 
para formar los endosomas. No obstante, la función exacta de la dinamina no está muy 
clara, existiendo dos modelos principales. Uno sugiere que la dinamina, al contrario que 
el resto de GTPasas, actúa como enzima mecanoquímica, produciendo la vesiculación de 
la membrana por medios físicos. El otro, que la dinamina, al igual otras GTPasas, actúa 
como una molécula reguladora en las formaciones endocíticas. 
 
5.1.1. Endocitosis y transfección 
 
Está ampliamente aceptado que el acceso al interior celular de la mayoría de los 
vectores de genes se produce mediante endocitosis, dependiendo su eficacia de los 
mecanismos empleados para superar esta barrera. Se ha descrito anteriormente que las 
células hacen uso de diversas rutas de endocitosis en función de la naturaleza de las 
partículas a internalizar y que, además, el destino intracelular de dichas partículas está 
íntimamente ligado al tipo de vesículas en el que sean transportadas.312 Por todo ello es 
factible pensar que los distintos tipos de complejos que contienen pADN pueden ser 
internalizados mediante distintas rutas de endocitosis y que dichas rutas no siempre tienen 
por qué conducir a la expresión satisfactoria del material génico. 
En la bibliografía podemos encontrar que los complejos formados por el lípido 
catiónico DOTAP son internalizados exclusivamente mediante EDCla mientras que los 
poliplejos preparados con el polímero catiónico PEI se internalizan casi equitativamente 
mediante EDCla y EDCav. Sin embargo, mientras que en el caso de DOTAP la ruta vía 
clatrina conduce eficazmente a la expresión del gen, los complejos de PEI internalizados 
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por esta ruta no llegan a cumplir su objetivo (Figura 66). Estos resultados se pueden 
explicar teniendo en cuenta las posibles diferencias en el mecanismo por el que se libera 
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5.1.2. El estudio de los mecanismos de endocitosis 
 
Existen varios métodos para evaluar la relevancia que cada ruta de endocitosis 
tiene en la internalización de partículas por parte de las células y su destino final. Los más 
utilizados son: 
• la monitorización mediante microscopía avanzada de orgánulos o partículas 
marcadas fluorescentemente,314  
• y el empleo de inhibidores selectivos de las distintas rutas implicadas en el 
proceso de internalización.  
 
En el caso del marcaje fluorescente, además de poder colocalizar orgánulos y 
partículas marcadas, se pueden implementar estrategias que permiten determinar 
cuantitativamente la cantidad de ADN que se encuentra en el citoplasma, en los 
endosomas o en el núcleo en cada momento.315 Otra posibilidad del marcaje fluorescente 
son los estudios por citometría de flujo, en los que se pueden determinar 
cuantitativamente el número de células fluorescentes de una colonia así como la 
intensidad de fluorescencia de cada una. Todo esto permite conocer la eficacia de unas 
determinadas condiciones para internalizar el vector o el pADN objetivo en las células. 
La microscopía de fluorescencia también permite estudiar la movilidad intra- y 
extracelular de las nanopartículas, la disociación del pADN y de los vectores o la 
degradación del propio pADN.314 
Los protocolos de inhibición de la endocitosis pueden basarse en la introducción 
de un efecto mutante negativo,316 la regulación transitoria de ciertas proteínas utilizando 
ARNi317 o en la aplicación de inhibidores de la endocitosis que, con mayor o menor 
selectividad, bloqueen alguno de los mecanismos involucrados en el proceso.318 Estos 
tratamientos deben utilizarse con precaución, pues los efectos pueden variar de unas 
células a otras y pueden causar una toxicidad no específica. 
El objetivo de este capítulo ha sido la elucidación de los mecanismos de 
endocitosis implicados en la internalización de los CDplejos. Para ello se han combinado 
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métodos de monitorización de la cinética de internalización por microscopía confocal y el 
uso de inhibidores selectivos de las principales rutas de acceso al citoplasma celular. Se 
pretende elucidar, además de los mecanismos implicados en la endocitosis de las 
nanopartículas, el destino de los distintos endosomas y su eficacia para promover la 
expresión del material génico que transportan. El trabajo de este capítulo ha sido 
realizado durante una estancia en los laboratorios del profesor Stefaan C. De Smedt de la 
Universidad de Gante. 
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5.2. Resultados y discusión 
 
5.2.1. Síntesis y caracterización física de candidatos 
 
Para la realización de estos estudios hemos seleccionado la paCD 
tetradecacatiónica 68 que, además de ser uno de los mejores candidatos para la 
transfección frente a distintas líneas celulares, de acuerdo con los resultados obtenidos en 
el capítulo anterior, puede preparase a escala de gramos (Esquema 19). 
 
a
R = Br, 117






R = Boc, 67
R = H·HCl, 68
X = Boc, 121
X = H·HCl, 122
c
R = N3, 129




































Esquema 19. Síntesis convergente escalada de la poliaminotioureido βCD anfifílica 68. Reactivos 
y condiciones: a) HS(CH2)2NHBoc, Cs2CO3, DMF, 60 ºC, 48 h, 99% (3.56 g); b) anhídrido 
hexanóico, DMAP, Py, 70 ºC, 16 h, 80% (2.57 g); c) 1:1 TFA-CH2Cl2, 2 h, 99% (1.2 g); d) CS2, 
TPP, dioxano, 24 h, 86%, (0.83 g); e) Et3N, CH2Cl2, 16 h, 85% (1.0 g); f) i, 1:1 TFA-CH2Cl2, 2 h; 
ii, HCl, 99% (0.55 g). 
 
La optimización a mayor escala de la síntesis de 68 no solo es necesaria para 
disponer del material con el que realizar los ensayos, sino que facilita la preparación de 
166      Mecanismos de internalización de CDplejos 
 
los derivados marcados con sondas fluorescentes que se requieren para la monitorización 
del proceso. Así, se ha sintetizado un derivado fluorescente de 68 funcionalizándolo con 
lissamina-rodamina para estudiar el comportamiento intracelular de los CDplejos en 
tiempo real mediante técnicas de miscroscopía láser de escaneo confocal. La elección de 
este marcador fluorescente se debe al hecho de que presenta una buena intensidad de 
fluorescencia, es estable en una amplia variedad de condiciones (pH, fuerza iónica…) y 
puede acoplarse fácilmente a moléculas con grupos amino. El acoplamiento de la sonda 
fluorescente sobre 68 se llevó a cabo empleando un defecto del cloruro de sulfonilo de la 
lissamina-rodamina (CLRS, 1 μmol por μmol de 68) de manera que reaccionase 
estadísticamente con los grupos amino de la paCD 68 (Esquema 20). La purificación por 
cromatografía de permeación sobre gel (Sephadex LH-20, MeOH) permitió aislar con 
buen rendimiento (75%) LR-68, en cuyo espectro de masas se pudieron identificar picos 
correspondientes a los aductos sin marcar (68) y funcionalizados con una molécula de 
rodamina. En el espectro de 1H RMN se observan las señales de la sonda fluorescente en 







































Esquema 20. Síntesis del derivado fluorescente LR-68. Reactivos y condiciones: CLRS, Et3N, 
CH2Cl2, 24 h, 85%. 
 










Figura 67. Espectro de 1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K) de LR-68. 
 
La fluorescencia de LR-68, aunque más débil que la del CLRS, cumple con los 
requisitos para la monitorización. El máximo de intensidad de fluorescencia se desplaza a 
valores superiores de longitud de onda (Figura 68a). La intensidad de fluorescencia de 
LR-68 (para λex 595 nm) es máxima para una concentración de 25 μM en agua (Figura 
68b). Para concentraciones superiores se observa una disminución de la intensidad, 
probablemente debida a la formación de grandes agregados que atenúan la capacidad de 
emisión. 
Se ha descrito (en el apartado 4.7.2 de esta Tesis) que la paCD 68 es capaz de 
complejar de forma eficiente plásmidos de ADN formando partículas cargadas 
positivamente (65 nm de diámetro hidrodinámico y + 40 mV de potencial ζ para N/P 10). 
Los compuestos 68 y LR-68 (y sus combinaciones) presentaron una capacidad similar de 
autoensamblaje en presencia de plásmidos. Aparentemente, la presencia de la sonda 
fluorescente no afecta a la asociación con el plásmido.  
 





































Figura 68. Variación de la longitud de onda máxima de emisión (a) y de la intensidad de 
fluorescencia (b) en función de la concentración de LR-68. 
 
Ensayos de transfección de células HeLa con el complejo 68:pADN (pCMV-Luc) 
indican que la eficacia máxima de transfección tiene lugar a valores de N/P 5 (Figura 69). 
La eficacia de la transfección en estas condiciones se mantiene en presencia de suero 
(10%) (Figura 69A). Como era de esperar, la expresión del gen de luciferasa disminuye 
con el tiempo aunque se observó actividad enzimática incluso diez días después de la 




Figura 69. Eficacia de transfección con nanopartículas de 68:pADN de células HeLa (A) en 
ausencia y presencia de suero (10%) y (B) en función del tiempo. 
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5.2.2. Cinética de internalización 
 
En la Figura 70 se muestra la monitorización mediante citometría de flujo de la 
cinética de internalización de los CDplejos en células Vero, utilizando pADN marcados 
con la sonda fluorescente YOYO®-1. Tras una hora de incubación, todas las células han 
internalizado CDplejos. La fluorescencia media, mostrada en las barras, aumenta 
gradualmente hasta alcanzar el máximo tras tres horas de incubación. Tiempos de 
incubación más largos no se traducen en un aumento de la intensidad de fluorescencia. 
Estos datos indican que una incubación de dos horas con los CDplejos debería ser 













































Figura 70. Cinética de internalización de CDplejos de pADN marcado con YOYO®-1 en células 
Vero. Fluorescencia media de las células (U.A., barras) y cantidad de células fluorescentes (%, •) 
con respecto al tiempo de incubación de las células con los complejos. 
 
La internalización de los CDplejos se monitorizó mediante microscopía confocal 
utilizando el derivado fluorescente LR-68. En la Figura 71 se muestran imágenes 
capturadas a diferentes tiempos. Los CDplejos fluorescentes se internalizan 
gradualmente, observándose la presencia de algunos de pequeño tamaño tras apenas 15 o 
20 minutos. A los 40 minutos la concentración y el tamaño de los CDplejos internalizados 
ya son perfectamente apreciables. Las Figuras 71A-C son imágenes capturadas de 
secuencias de video en las que la internalización se confirma por los típicos movimientos 
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direccionales de las vesículas que incluyen los CDplejos intracelulares. La cantidad de 
complejos internalizados aumenta con el tiempo, como puede verse en las Figuras 71B y 
C, y tienden a acumularse en las proximidades del núcleo. Al cabo de 48 h de la 
transfección, aún pueden observarse grandes asociaciones intracelulares de complejos, 




Figura 71. Imágenes de Microscopía Láser de Barrido Confocal (CLSM) de la internalización de 
CDplejos en células Vero vivas en un periodo de 48 h tras la transfección. (A, 40 min; B, 120 min; 
C, 150 min; D, 48 h). 
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En algunas imágenes pueden observarse grandes agregados de CDplejos fuera de 
las células (Figura 71A), indicando que los complejos paCD:pADN, como las partículas 
de paCDs sin pADN, pueden agregarse en el medio extracelular. Otra característica 
interesante es que no se observa acumulación de CDplejos o paCDs en la membrana 
celular, descartando la posibilidad que haya interacciones hidrófobas irreversibles entre 
los lípidos de la membrana y las cadenas alifáticas de las CDs. Es probable que, para 
protegerse del medio polar, las cadenas se orienten hacia el interior de los CDplejos, lo 
que limitaría su interacción con los lípidos de la membrana plasmática. 
 
5.2.3. Internalización y transfección en presencia de inhibidores de la endocitosis 
  
Por otro lado, se seleccionaron un conjunto de inhibidores selectivos de algunas 
rutas de endocitosis como son (Figura 72):  
• Clorpromazina, un fármaco catiónico y anfifílico que impide la formación de las 
invaginaciones recubiertas de clatrina y las proteínas implicadas en su adaptación 
desde la membrana plasmática hacia vesículas intracelulares, inhibiendo así la 
endocitosis dependiente de clatrina (EDCla).319 
• Genisteina, un inhibidor de la tirosina-kinasa que provoca la destrucción local de 
la red de actina en el punto de endocitosis e inhibe también el agrupamiento de la 
dinamina II, eventos indispensables para el mecanismo de internalización 
mediado por caveolina (EDCav).320  
• Dinasore, un inhibidor de la actividad de la dinamina, obstaculizando la 
separación de las nuevas vesículas formadas, proceso que es esencial para buena 
parte de las rutas de endocitosis.321  
• βCD parcialmente metilada (MbCD o RAMEB), que es capaz de extraer 
reversiblemente el colesterol presente en la membrana celular eliminando las 
acumulaciones de lípidos y desactivando los mecanismos de endocitosis 
dependientes de colesterol.322 


















































R = Me, 66% ; H, 33%
MbCD  
Figura 72. Estructuras de los inhibidores de endocitosis utilizados. 
 
Para establecer el protocolo óptimo para el uso de los inhibidores se determinó en 
primer lugar la viabilidad celular en su presencia. Las células Vero se preincubaron con 
distintas concentraciones de cada inhibidor durante 1 h, seguidamente, el medio fue 
sustituido por  nuevas disoluciones de los inhibidores en presencia y ausencia de 
CDplejos preparados con diferentes relaciones N/P (5 y 10) y la incubación se mantuvo 
durante 4 h más. La toxicidad se determinó con la prueba de viabilidad celular 
CellTitlerGlo. Los resultados se muestran en la Figura 73. 
 




Figura 73. Viabilidad de células Vero incubadas 5 h en presencia de los inhibidores (barras 
blancas) o presencia de inhibidores y CDplejos a valores de N/P 5 (barras punteadas) o N/P 10 
(barras rayadas). A, genisteina; B, dinasore; C, clorpromazina; D, MbCD. 
 
Los CDplejos mostraron cierta toxicidad en las células, con valores de viabilidad 
celular que cayeron al 76 y 38 % para N/P 5 y 10, respectivamente. La genisteina mostró 
una limitada toxicidad por sí sola en las células Vero tras 5 h de incubación. La mayor 
concentración empleada (400 μM) redujo la viabilidad celular solo un 20 % (Figura 73A). 
La incubación con genisteina y CDplejos reflejó un efecto prácticamente aditivo de la 
toxicidad de cada uno por separado (26 % y 75 % de disminución de la viabilidad para 
N/P 5 y 10 respectivamente). La dinasore, empleada en el rango de 20 a 50 μM, presentó 
una ligera toxicidad en las células Vero (Figura 73B). Para la mayor concentración 
ensayada (50 μM), la viabilidad disminuyó un 20 %. En combinación con los CDplejos, 
la viabilidad celular desciende entre un 15 % y un 40 % para N/P 5 y 10 respectivamente. 
Aparentemente, el aumento de la concentración de dinasore protege a las células de la 
toxicidad inducida por las paCDs, probablemente debido a un bloqueo eficaz de la 
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endocitosis (ver más adelante). Las células Vero prácticamente no se vieron afectadas por 
la clorpromazina hasta una concentración de 10 μg/mL durante 5 h. Concentraciones 
superiores, por otra parte, condujeron a un 100% de muerte celular (Figura 73C). En 
combinación con los CDplejos (N/P 10), la clorpromazina a 10 μg/mL reduce la 
viabilidad celular hasta en un 70%. El tratamiento con MbCD resultó citotóxico a 
concentraciones mayor de 7.5 mM (Figura 73D), mientras que la incubación con MbCD y 








































Figura 74. Efecto de genisteina (400 μM, barras blanca y Δ), dinasore (50 μM, barras punteadas y 
○), clorpromazina (10 μg/mL, barras rayadas y +) y MbCD (5 mM, barras cuadriculadas y ×) 
sobre la internalización de CDplejos (N/P 10). 
 
Las concentraciones de los inhibidores empleadas en los experimentos posteriores 
de internalización y transfección se seleccionaron basándose en los ensayos de toxicidad 
descritos anteriormente. Así, las células Vero se preincubaron durante 1 h con genisteina 
400 μM, dinasore 50 μM, clorpromazina 10 μg/mL o MbCD 5 mM. Seguidamente, las 
células se incubaron durante 2 h con el inhibidor correspondiente y CDplejos marcados 
con YOYO®-1. Aunque la viabilidad celular es superior en presencia de CDplejos 
formulados a N/P 5, los experimentos se llevaron a cabo usando formulaciones a N/P 10 
ya que de este modo se evitan los efectos que la agregación de las nanopartículas 
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pudieran ocasionar. La Figura 74 muestra que, tras el tratamiento con genisteina, 
clorpromazina y MbCD, los CDplejos fueron internalizados por casi todas las células 
aunque en mucha menor proporción. La MbCD y la clorpromazina redujeron la media de 
complejos internalizados por las células en un 80%, mientras que la genisteina disminuyó 
esta cantidad solo en un 50%. En contraste, la internalización de los CDplejos fue 
inhibida casi completamente al utilizar dinasore. Esto indicaría que la internalización de 
los CDplejos por células Vero es muy dependiente de la actividad de la dinamina y en 
buena parte de la presencia de colesterol en la membrana celular y de la presencia de 
clatrina en el citoplasma celular cerca de la membrana. De hecho, considerando la 
eficiente inhibición de la internalización de CDplejos en presencia de clorpromazina, que 
bloquea la formación de invaginaciones rodeadas de clatrina, podemos deducir que la 
EDCla es, probablemente, la ruta más importante para la internalización de CDplejos en 
células Vero. No obstante, el hecho de que la genisteina, que interfiere en la 
internalización vía caveolina, inhiba parcialmente la internalización de CDplejos, hace 
que no podamos descartar las rutas de EDCav e incluso las EICC, aunque la cantidad de 
complejos que entran en las células vía EDCla parece ser superior que la que se 
internaliza por el resto de vías. 
Además del efecto de los inhibidores sobre la internalización de los complejos, se 
midió su efecto en la eficacia de transfección determinando la actividad de la luciferasa 
48 h después de la transfección (Figura 75). La genisteina (400 μM) inhibió 
completamente la expresión de la luciferasa, al igual que ocurrió con dinasore (50 μM). 
En el caso de la clorpromazina, la eficacia de transfección se redujo un 50% con 10 
μg/mL. A mayor concentración no se midió luciferasa porque la toxicidad condujo casi al 
100% de muerte celular (Figura 73C). En el caso de la MbCD, una concentración de 5 
mM o superior, condujo a una disminución de más del 80% en la expresión del gen. 
La clorpromazina, un inhibidor de EDCla, aunque disminuye la internalización en 
un 76%, solo inhibe parcialmente la transfección. Esto indica que la pequeña fracción de 
complejos internalizados vía EDCav y EICC (24%) es todavía capaz de mantener una 
moderada transfección y pone de manifiesto la baja relevancia de la ruta EDCla en la 
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transfección mediada por CDplejos. Este resultado es apoyado por el hecho de que la 
genisteina, un inhibidor de EDCav, aún reduciendo la internalización de los CDplejos 
solo en un 50%, elimina completamente la expresión de luciferasa, señalando la ineficacia 
del resto de rutas endocíticas, sobre todo la EDCla, para transportar el pADN hacia su 
objetivo. Posiblemente, en este caso, los CDplejos no pueden escapar de los endosomas y 
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Figura 75. Eficacia de CDplejos (N/P 10) en la transfección de células Vero en presencia de 
inhibidores de endocitosis. A, genisteina; B, dinasore; C, clorpromazina; D, MbCD. 
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Los resultados demuestran que la transfección mediada por CDplejos en células 
Vero es un proceso complejo que envuelve, simultáneamente, varios mecanismos 
celulares de internalización. Estas observaciones indican ciertas semejanzas con estudios 
anteriores de internalización de poliplejos de PEI.313 Ensayos preliminares con complejos 
formados con otras paCDs y en otras líneas celulares parecen indicar un comportamiento 
de internalización cualitativamente similar al descrito en este capítulo para 68 en las 
células Vero. El hecho de presentar un perfil de comportamiento paralelo al de los 
poliplejos de PEI puede indicar que las modificaciones que han resultado beneficiosas 
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6. Vectores de genes basados en CDs anfifílicas para transfección selectiva 
 
Uno de los factores que determinan en gran medida la diferencia en eficacia que 
existe actualmente entre los vectores virales y los artificiales es que los primeros son 
capaces de reconocer específicamente su objetivo y explotar los mecanismos de 
transporte activo. Durante millones de años de evolución, los virus han desarrollado 
excepcionales mecanismos para lograr este fin, normalmente haciendo uso de los 
receptores específicos que presentan los diferentes tipos de células tanto en la superficie, 
para lograr el acceso al interior celular, como en el citoplasma, para utilizar los sistemas 
de transporte activo hacia el núcleo. La imitación de esta ventaja evolutiva constituye hoy 
día uno de los retos a los que se enfrenta  la terapia génica basada en vectores artificiales 
para reducir la distancia, en términos de eficacia con los vectores víricos.  
 
6.1. Vectorización selectiva de genes 
 
Como se ha comentado anteriormente, la mayoría de los vectores artificiales 
(lípidos catiónicos o polímeros catiónicos) se basan en estructuras capaces de condensar 
pADN formando complejos con un amplio rango de tamaños y propiedades 
fisicoquímicas en disolución.47 Estos complejos suelen ser partículas cargadas 
positivamente que interaccionan con las moléculas cargadas negativamente de la 
membrana celular, estimulando la activación de mecanismos de internalización y 
transporte intracelular.323 Sin embargo, en la mayoría de las ocasiones, estos procesos son 
inespecíficos, lo cual constituye una limitación tanto para la eficacia del proceso de 
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Con el fin de eliminar esta limitación, en los últimos años se ha explorado la 
posibilidad de incorporar elementos funcionales en los vectores o sobre los complejos 
preformados con pADN. Estos elementos permiten aumentar la biocompatibilidad, dotar 
a los complejos de capacidad de reconocimiento específico o aumentar las propiedades 
fusogénicas con membranas, con el fin de convertirlos en virus artificiales.324 Los 
sistemas descritos por Davis y colaboradores (descritos en el apartado 4.6, Figura 42) 
constituyen ejemplos representativos de los avances logrados en este sentido. Con lípidos 
catiónicos, más adecuados para realizar estudios de relación estructura-actividad, también 
se han implementado estrategias similares.294 Por ejemplo, Medine-Kauwe y 
colaboradores han preparado lipoplejos funcionalizados con anticuerpos específicos que 
resultaron mucho más eficaces.325 
Los beneficios de explotar el reconocimiento específico en el transporte de genes 
se pueden racionalizar a dos niveles. Por un lado en términos de selectividad, en la 
medida en que las nanopartículas puedan ser reconocidas y acumuladas en torno a las 
líneas celulares que expresen el receptor complementario. Por otro lado en términos de 
eficacia de la internalización y transporte intracelular, en la medida en que el proceso de 
reconocimiento esté asociado a la activación selectiva de mecanismos de endocitosis y 
expresión más eficaces. 
De los distintos tipos de interacciones involucradas en los procesos de 
reconocimiento, las que implican carbohidratos están entre las que presentan las 
propiedades más adecuadas para promover un transporte selectivo. La topología de la 
membrana celular, incluyendo el tipo de lectinas expresadas en su superficie y la 
especificidad de las mismas, está determinada por el tipo de célula. La debilidad de las 
interacciones que implican carbohidratos se puede compensar con presentaciones 
multivalentes de los elementos de reconocimiento. Adicionalmente, la selectividad de 
estas interacciones ayuda a evitar interferencias con otros procesos biológicos.326 
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La glicosidación de los vectores de genes se ha empleado con éxito para aumentar 
la eficacia de transfección a células específicas.327 Por ejemplo, los derivados 
manosilados de la polietilenimina (PEI) transfectan más eficazmente macrófagos y 
células dendríticas328 ya que el mecanismo implica los receptores de manosa de la 
superficie de estas células.329 Derivados galactosilados de PEI son más eficaces frente a 
hepatocitos que el polímero sin funcionalizar.258,330 Más interesante aún es el hecho de 
que se haya comprobado que la funcionalización con carbohidratos no solo permite la 
vectorización extracelular, sino que también puede ser empleada para dirigir el tráfico 
intracelular de los complejos331,332 e incluso tener una función relevante en el 
reconocimiento a nivel de la membrana nuclear.333 
La incorporación de glicoconjugados en sistemas de transporte de genes también 
se ha mostrado eficaz para reforzar la interacción con la cadena oligonucleotídica. Por 
ejemplo, Sainlos y colaboradores han desarrollado una nueva familia de lípidos catiónicos 
funcionalizados con antibióticos aminoglicosídicos222 y Shinkai ha descrito la eficacia de 
vectores basados en quitosanas para este fin.249,334 Los términos glicofección335 y 
glicovirus35,293,336 han sido acuñados por Monsigny y Aoyama, respectivamente, para 
referirse al transporte de genes y transfección mediados por carbohidratos. 
Por otro lado, la glicosidación de los vectores de genes suele contribuir a mejorar 
la biocompatibilidad y reducir la toxicidad de los polímeros catiónicos.337 Esto se atribuye 
a que la cobertura sacarídica crea un escudo que amortigua interacciones inespecíficas 
(electrostáticas o hidrófobas) de las partículas entre sí o con otras moléculas del 
medio.332,293  
Sin embargo, el desarrollo de sistemas de transfección basados en interacciones 
que impliquen carbohidratos no está exento de dificultades. Conseguir una adecuada 
afinidad y selectividad no resulta evidente. Dirigirse a células cancerígenas o promover la 
internalización a través de algún mecanismo de endocitosis en particular son algunas 
limitaciones. Entre los ligandos más empleados como alternativa cabe destacar la 
transferrina (Tf) y el ácido fólico (AF) (Figura 76). La Tf es una proteína cuyo receptor 
está frecuentemente sobreexpresado en la membrana celular de diversas células 
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cancerígenas.338 Davis ha explotado esta interacción específica para diseñar 
nanopartículas capaces de transportar un gen terapéutico que bloquea el avance del 
melanoma humano.259,339 Los receptores de AF, por su parte, se concentran en torno a 
zonas de la membrana celular ricas en colesterol, donde se forman caveolos. Se ha 
demostrado recientemente que vectores artificiales con residuos de AF promueven la 
EDCav, probablemente debido a la interacción específica de estas partículas con la región 
en la que este proceso tiene lugar.340 
 
 
Figura 76. Estructura de la transferrina (Tf, izquierda) y el ácido fólico (AF, derecha). 
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6.2. Resultados y discusión 
 
En el capítulo 4 de esta Tesis se ha demostrado el potencial de las paCDs para la 
elaboración de vectores sintéticos de genes. El desarrollo de metodologías para controlar 
la arquitectura molecular a nivel atómico ha permitido elucidar parámetros estructurales 
que tienen una relevancia fundamental en sus propiedades como vectores de genes. Un 
ejemplo es el salto cualitativo de eficacia de transfección observado al introducir del 




Figura 77. Parámetros manipulables mediante la funcionalización selectiva de los vectores 
artificiales de genes. 
 
El hecho de que cambios sutiles en la estructura tengan efectos tan importantes 
sobre las propiedades del vector ha estimulado el desarrollo de estrategias basadas en la 
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modificación selectiva de CDs que permitan controlar otros parámetros, aparte de la 
interacción CD-ADN, que se sabe que tienen una influencia decisiva sobre la capacidad 
de transfección como son: 
• Las propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas de las partículas, muy 
relacionadas con las propiedades de la superficie de las partículas (B en la Figura 
77). 
• El modo de presentación de ligandos y antenas que puedan ser reconocidas por 
receptores de la membrana celular, fenómenos que están habitualmente asociados 
a mecanismos eficaces de internalización celular (C en la Figura 77). 
• El uso de los mecanismos de transporte activo a través del citoplasma y de la 
membrana nuclear, de los que depende el destino de las partículas internalizadas 
(D en la Figura 77). 
 
Dadas las posibilidades que las estrategias de funcionalización selectiva de CDs 
ofrecen, resulta particularmente atractivo el reto de diseñar sistemas de transporte de 
genes dotados con capacidad de reconocimiento selectivo de  sus dianas. Para ello, en 
esta Tesis se han estudiado dos aproximaciones complementarias: 
• una supramolecular (Figura 78A), que explota la capacidad de inclusión 
molecular que, al menos parcialmente, mantienen las paCDs para alojar a 
huéspedes funcionalizados con el elemento bioactivo a través de un espaciador 
adecuado, 
• y una estrategia covalente (Figura 78B), que aprovecha la modularidad del 
esquema sintético basado en el acoplamiento amina-isotiocianato, para ensamblar 
sobre la corona primaria de las CDs anfifílicas elementos de base bifuncionales 
con una antena de reconocimiento biológico y un elemento de interacción con el 
plásmido. 
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Figura 78. Estrategias para la funcionalización superficial de los CDplejos. 
 
6.2.1. Estrategia para la funcionalización supramolecular de CDplejos 
 
La funcionalización supramolecular requiere el diseño de huéspedes que 
presenten una alta afinidad por la cavidad de la βCD. A cambio, este método, presenta la 
ventaja de que permite controlar fácilmente la densidad de funcionalización de la 
superficie de la partícula sobre la base de la proporción de huésped añadido. En este 
sentido, la alta afinidad que presenta la molécula de adamantano por la βCD160  la 
convierte en un candidato muy adecuado en el que basar el diseño de las moléculas 
objetivo. Más aún cuando es relativamente sencilla la obtención de sus derivados. 
Para explorar esta aproximación se ha diseñado un derivado de adamantano 
funcionalizado con ácido fólico (AF, marcador muy utilizado para el reconocimiento de 
células cancerosas y/o inducción de endocitosis vía EDCav)340 en el otro extremo de un 
espaciador de polietilenglicol (PEG) (Esquema 21). Además de servir de espaciador, el 
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PEG suele emplearse como agente biocompatibilizador de vectores artificiales, ya que 
contribuye a crear una cubierta que protege la nanopartícula de interacciones 
inespecíficas. 
La obtención de este derivado es relativamente simple a través de una síntesis en 
tres etapas con buenos rendimientos (Esquema 21). En primer lugar se llevó a cabo el 
acoplamiento del 1-adamantil isotiocianato (130) con un derivado de PEG comercial 
(peso molecular promedio 5 kDa) selectivamente protegido (131) a través de un puente de 
tiourea. La hidrólisis del grupo carbamato del otro extremo de la cadena de PEG seguida 
del acoplamiento peptídico del ácido fólico (AF) permitió aislar, tras purificación 
mediante cromatografía de permeación sobre gel, el derivado 75. 
 
 
Esquema 21. Síntesis del derivado 75. Reactivos y condiciones: a) Et3N, CH2Cl2, 24 h, 99%; b) 
1:1 TFA-H2O, 2 h, 99%; c) DCC, Py-DMSO, 48 h, 73%. 
 
Para determinar si el conjugado 75 es capaz de insertarse en las partículas de 
paCDs:pADN, se estudió en primer lugar la evolución del tamaño y potencial ζ de los 
complejos 56:pADN con la adición gradual del conjugado a la suspensión de CDplejos. 
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El aumento gradual de la concentración de 75 indujo un aumento del tamaño de las 
partículas y una disminución de su potencial ζ, hasta alcanzar un valor estable (Figura 
79). Esta observación es consistente con la incorporación de los derivados de adamantano 
a los CDplejos. Por un lado, el aumento del diámetro hidrodinámico debe ser 
consecuencia del propio recubrimiento de las partículas por las cadenas de PEG. Por otro, 
la disminución del potencial ζ se puede explicar en base tanto al apantallamiento que 
ejercen las propias cadenas de PEG alrededor de las partículas como a la incorporación de 
grupos cargados negativamente (carboxilato de AF). Sin embargo, estos datos no 
permiten concluir si el adamantano se aloja en la cavidad de la CD o se inserta en la zona 
hidrófoba creada por las cadenas de hexanoilo. 
 
 
Figura 79. Variación en el potencial ζ y en diámetro hidrodinámico de las nanopartículas 
56:pADN (N/P 10) al adicionar cantidades crecientes de 75. 
 
Los experimentos de transfección en células BNL-CL2 con nanopartículas de 
56:pADN:75 indican una eficacia dos veces superior a la de las partículas sin AF, aunque 
es cierto que este incremento de eficacia sobre los valores de por sí elevados que se 
obtienen con los CDplexos 56:pADN está dentro del margen de error de la técnica en el 
rango de lectura. 
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6.2.2. Estrategia para la funcionalización covalente de CDplejos 
 
La estrategia sintética desarrollada para la síntesis de paCDs estaba especialmente 
concebida para generar diversidad molecular de forma modular y convergente. Este 
hecho ofrece una oportunidad excelente para abordar el diseño de estructuras más 
elaboradas manteniendo la simetría original del núcleo de CD. 
Resulta interesante estudiar el efecto que tendría la presencia de entidades 
sacarídicas en las estructuras de paCDs sobre sus propiedades de autoensamblaje, 
transporte y protección de genes y transfección. Dichas estructuras podrían permitir 
modular racionalmente la eficacia y/o la selectividad de la transfección hacia 
determinadas células diana. Con este propósito se ha abordado el diseño de una nueva 
familia de CDs anfifílicas funcionalizadas con antenas sacarídicas (Figura 80). Alentados 
en la eficacia que han mostrado los glicovirus de Aoyama,293 basados en calixarenos 
anfifílicos, como sistemas autoensamblables de trasnporte génico, se han preparado CDs 




























































































Figura 80. Representación esquemática de los tipos de CDs anfifílicas: A, CDs policatiónicas 
anfifílicas (paCDs); B, CDs glicoanfifílicas (GaCDs); C, CDs policatiónicas glicoanfifílicas 
(pGaCDs). 
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La síntesis de ambas series se basa en la construcción de elementos de base 
glicosilados que se unen al núcleo de CD anfifílica a través de uniones tiourea. Esta 
estrategia, además de mantener las ventajas sintéticas descritas en el capítulo 4, permite 
mantener la presencia de los grupos donadores de enlace de hidrógeno, que facilitan la 
unión al material génico incluso en el caso de las GaCDs neutras. 
Se sintetizaron inicialmente dos derivados con distinta densidad de azúcares 
sobre el núcleo de CDs. Para ello se prepararon los conjugados manosilados 132341 y 78 
(Figura 81) a partir del trimanosido 13328 (Esquema 22). Teóricamente, 133 podría 
ensamblarse directamente sobre el heptaisotiocianato 123, sin embargo, la congestión 
estérica impide que la reacción se complete. Por este motivo se introdujo un espaciador 
de seis átomos de carbono. Así, 133 se acopló con 6-(terc-butoxicarbonilamino)-1-
hexilamina para dar 76 y seguidamente se procedió a eliminar los grupos protectores para 






































































133 R = Ac, X = Boc, 76
R = H, X = Boc, 77






Esquema 22. Síntesis del trismanósido 78. Reactivos y condiciones: a) BocHN(CH2)6NH2, Et3N, 
CH2Cl2, 24 h, 89%; b) MeONa, MeOH, 16 h, 94%; c) i, 1:1 TFA-CH2Cl2, 2 h; ii, HCl, 99%. 
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El acoplamiento de 132 sobre la heptaamina 122 se realizó en condiciones 
estándar. Las dificultades asociadas a la purificación de 90 son el motivo del rendimiento 
moderado de la reacción (Esquema 23A). Por su parte, el acoplamiento de 78 sobre 123 
no pudo llevarse a cabo en las mismas condiciones por falta de solubilidad de los 
reactivos, aunque el cambio de disolvente por DMF permitió obtener 91 con un excelente 




Esquema 23. Síntesis de las CDs glicoanfifílicas (GaCDs) 79 (A) y 80 (B). Reactivos y 
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Desafortunadamente, el compuesto 79 no resultó eficaz como vector de genes. De 
hecho, no fue capaz de formar agregados ni en ausencia ni en presencia de pADN. 
Curiosamente, CDplejos formulados con mezclas de 70 y 79 siguieron resultando 
ineficaces para promover la transfección sobre células BNL-CL2 y COS-7, incluso 
empleando proporciones relativamente bajas (5-10 %) de la GaCD 79 (Figura 82). 
El compuesto 80, por su parte, sí forma nanopartículas en presencia de pADN, 
pero su capacidad de transfección es residual en las líneas celulares estudiadas usando 
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Figura 82. Eficacia de transfección en BNL-CL2 (barras blancas) y COS-7 (barras grises) de los 
glicoCDplejos 79:70:pADN y 80:pADN en comparación con pADN desnudo, poliplejo 
JetPEI™:pADN y CDplejos 70:pADN a N/P 10. 
 
Estos resultados confirman la hipótesis ya formulada en el capítulo 4 sobre  la 
presencia de grupos cargados positivamente como requisito crítico para una complejación 
y transporte eficaz de los pADN en esta familia de vectores moleculares. La presencia de 
los compuestos neutros parece introducir algún tipo de defecto en la estructura del 
                                                          
* En este caso no cabe expresar la relación GaCD:pADN en términos de N/P dado que el vector no presenta grupos 
protonables. Las concentraciones de 22 y 44 μM se corresponden con las empleadas en el caso de paCDs para relaciones de 
N/P 5 y 10, respectivamente. 
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CDplejo que conduce a la desestabilización del agregado supramolecular y a la liberación 
del plásmido en un estadío inadecuado. 
Para tratar de resolver este problema, se sintetizaron dos nuevos glicoderivados 
heteromultivalentes con una presentación ordenada en el espacio de residuos de α-
manopiranosilo y segmentos de 2-aminoetiltiourea. La síntesis de las antenas 
heterobifuncionales de estos compuestos (Esquema 24) comienza con el elemento de 
ramificación ortogonalmente protegido 81, preparado a partir de tris(2-aminoetil)amina 




Esquema 24. Síntesis de los elementos de base. Reactivos y condiciones: a) Boc2O, dioxano-H2O, 
pH 9, 18 h, 15%; b) TrCl, Py, 15 h, 70%; c) TPP-CS2, dioxano, 72 h, 90 %; d) Et2O·BF3, CH2Cl2, 
24 h, 50%; e) Pd/C, H2, 18 h, 99%; f) Cl2CS, CaCO3, CH2Cl2-H2O, 2 h, 90%. 
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El elemento de base 82 se preparó por transformación directa 
azida→isotiocianato del conjugado manosilado 134342 con el sistema TPP/CS2.343 Para el 
isotiocianato 13525 se ha diseñado una ruta alternativa basada en la glicosidación directa 
de la azida 136344 (Esquema 24), seguida de hidrogenación catalítica del grupo azida e 
isotiocianación con tiofosgeno del grupo amino resultante. Esta ruta acorta el esquema 
sintético en cinco etapas de reacción respecto al procedimiento inicialmente descrito en la 
bibliografía.95 
La adición nucleófila del grupo amino de 81 a los isotiocianatos 135 y 82 
condujo a los derivados mono- y trimanosilado 84 y 87, respectivamente, con buenos 
rendimientos (Esquema 25). La hidrólisis secuencial de los grupos acetilo y tritilo 
permitió obtener los conjugados 86 y 89, a los que se incorporó un espaciador de 6 
átomos de carbono por conjugación con 1,6-hexametilendiisotiocianato.345 Por un lado, el 
espaciador asegura la accesibilidad al núcleo de la CD y, por otro, permite incorporar la 
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Esquema 25. Síntesis de los dendrones heterobifuncionales 90 y 91. Reactivos y condiciones: a) 
Et3N, CH2Cl2, 14 h, 80-98%; b) MeONa, MeOH, 16 h, 97-99%; c) 1% TFA-CH2Cl2, 1 h, 99%; d) 
SCN(CH2)6NCS, acetona-H2O, 24 h, 31-69%. 
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El acoplamiento de 90 y 91 sobre 122 en DMF en medio básico (Et3N) 
evolucionó lentamente, pero permitió aislar con buenos rendimientos los conjugados 92 y 
94. La hidrólisis final del carbamato conduce a los derivados pGaCDs 93 y 95 (Esquema 
26). 
Los espectros de RMN y EM-ESI, así como el análisis elemental, de 93 y 95 son 
consistentes con una simetría C7, lo que respalda la eficiencia de la estrategia sintética. 
Ambos compuestos se autoensamblan en presencia de pADN formando glicoCDplejos 
estables (80 ± 35 nm de diámetro y 40 ± 1 mV de potencial ζ para los complejos 
93:pADN a N/P 10). Se ha comprobado mediante experimentos de electroforesis en gel 
de agarosa utilizando bromuro de etido como agente intercalante que el pADN está 
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Esquema 26. Síntesis de las pGaCDs 93 y 95. Reactivos y condiciones: a) Et3N, DMF, 40 ºC, 24-
48 h, 70-72%; b) i, 1:1 TFA-CH2Cl2, 2 h; ii, HCl, 99%. 
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La eficacia de transfección de estos compuestos se determinó en las líneas 
celulares BNL-CL2 y COS-7. Con fines comparativos y como controles se utilizó 
también pADN desnudo, poliplejos de JetPEI™ (PEI lineal)234,279 y CDplejos de 70 
(Figura 83). Se observa que los glicoCDplejos formados por 95 no son capaces de 
favorecer la expresión del gen en ninguna de las dos líneas celulares, probablemente 
debido a que el balance de los distintos grupos presentes sobre la molécula no es el 
adecuado. Sin embargo, es muy interesante el hecho de que los glicoCDplejos de 93 son 
capaces de promover la expresión de luciferasa selectivamente en las células COS-7 y 




































Figura 83. Eficacia de transfección (arriba) y viabilidad celular (abajo) en BNL-CL2 (barras 
blancas y ▲) y COS-7 (barras grises y ●) de los glicoCDplejos 93:pADN y 95:pADN frente a 
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Otra diferencia importante es que los glicoCDplejos, a diferencia de los CDplejos 
descritos anteriormente (capítulo 4), sí se ven afectados por la presencia de suero en el 
































Figura 84. Eficacia de transfección en COS-7 en ausencia (barras blancas) y presencia (barras 
grises) de suero (10%) de los glicoCDplejos 93:pADN y 95:pADN frente a pADN desnudo, 
poliplejos JetPEI™:pADN y CDplejos 70:pADN a N/P 10. 
 
Al contrario de lo que cabría pensar, el que la transfección no se vea afectada en 
presencia de D-manosa (1 mM), parece indicar que la selectividad de estos complejos no 






























Figura 85. Eficacia de transfección en COS-7 en ausencia (barras blancas) y presencia (barras 
grises) de D-manosa (1 mM) de los glicoCDplejos 93:pADN y 95:pADN frente a pADN desnudo, 
poliplejos JetPEI™:pADN y CDplejos 70:pADN a N/P 10. 
Vectores de genes para transfección selectiva  199 
 
Con objeto de estudiar el proceso de internalización de los glicoCDplejos 
formados por 93, se llevaron a cabo experimentos de citometría de flujo (Fluorescence-
activated cell sorting, FACS) utilizando pADN marcados con sondas fluorescentes. 
Dichos experimentos mostraron que los glicoCDplejos formados por 93 se internalizan en 
ambas líneas celulares. De acuerdo con los experimentos de transfección, la 
internalización no se ve afectada por la presencia de manosa en el medio (Figura 86). 
Estos resultados confirman la hipótesis de que la discriminación de los glicoCDplejos a 
nivel celular no se debe al reconocimiento por receptores de la membrana celular. Dicha 
diferenciación ocurre más bien en el interior celular y podría estar asociada a los 
mecanismos del transporte en los endosomas o bien por el reconocimiento por receptores 
internos de la célula. 
 
 
Figura 86. Internalización de los glicoCDplejos 93:pADN en células COS-7 monitorizada por 
citometría de flujo: A, células control; B, células incubadas con los glicoCDplejos; C, células 
incubadas con los glicoCDplejos en presencia de D-manosa (1 mM). 
 
En resumen, en este capítulo se han explorado dos alternativas para la elaboración 
de CDplejos multifuncionales. Estas estructuras combinan la capacidad de 
autoensamblaje de las paCDs con las características de biocompatibilidad y 
biorreconocimiento tanto de antenas sacarídicas como de ácido fólico. La alternativa 
supramolecular resulta muy versátil aunque no permite un control preciso de la 
funcionalización de la superficie de los CDplejos. Por otra parte, la alternativa covalente, 
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con una disposición regular de los elementos funcionales, es de gran importancia para la 
formación de complejos nanométricos estables capaces de transfectar células. 
Formulaciones combinadas de paCD-GaCD (70-79) no presentan dicha capacidad. Los 
estudios realizados muestran que la capacidad de transfección es muy dependiente de la 
estructura de las moléculas que forman el complejo. La selectividad y la eficacia de 
transfección, la capacidad de complejación, compactación y transporte del pADN o la 
biocompatibilidad y el transporte activo de los complejos pueden ser regulados finamente 

















 Los resultados obtenidos en esta Tesis han permitido extraer las siguientes 
conclusiones: 
  
 1.- Se ha demostrado la eficacia del anclaje de seguridad de Ellman para la 
funcionalización selectiva de plataformas moleculares, en particular para la incorporación 
de grupos protonables y de ligandos glucídicos. La metodología desarrollada permite la 
elaboración rápida y flexible de conjugados homo- y heteromultivalentes sobre un 
soporte sólido y su transferencia quimioselectiva sobre macromoléculas como CDs o 
plataformas multifuncionales como poliaminas. El esquema sintético se ve 
significativamente acelerado, mientras que las purificaciones se hacen prácticamente 
innecesarias, dos de los inconvenientes asociados a la síntesis clásica de conjugados 
multivalentes. 
 
2.- Se ha puesto de manifiesto la utilidad del concepto de complementariedad de 
simetría en el diseño de ligandos capaces de bloquear el poro que permite la 
internalización de los factores responsables de la muerte celular en la infección por 
ántrax. Un modelo basado en la funcionalización con grupos cargados de la βCD, 
compatible con la simetría heptamérica del canal [AP63]7, ha resultado eficaz para 
proteger las células frente a dosis letales de la toxina. Además, las propiedades de 
inclusión de la βCD se pueden explotar para generar estructuras supramoleculares que 
mejoren la actividad antitoxina. Por ejemplo, el empleo de huéspedes apropiados ha 
permitido la formación de complejos diméricos en los que la disposición de los grupos 
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 3.- Se ha desarrollado una estrategia sintética para la preparación de CDs 
anfifílicas y policatiónicas (paCDs), de estructura molecular bien definida, capaces de 
interaccionar eficazmente con plásmidos de ADN (pADN) para formar complejos 
(CDplejos) en los que el material génico está protegido. La metodología aprovecha la 
diferencia de reactividad entre los hidroxilos de la cara primaria y secundaria de las CDs 
para introducir elementos catiónicos en la primera y cadenas alifáticas en la segunda. La 
estructura molecular de las paCDs puede ser manipulada en términos de densidad de 
carga, flexibilidad y/o presencia de grupos adicionales manteniendo la simetría original, 
lo que permite controlar sus propiedades de autoensamblaje tanto en presencia como en 
ausencia de pADN. 
 
4.- La eficacia de los CDplejos como vectores de genes para transfección celular 
alcanza niveles similares (eventualmente superiores) a los que muestran vectores 
sintéticos comerciales como bPEI o jetPEI, manteniendo unos niveles de toxicidad más 
favorables. Este comportamiento se ha comprobado en diferentes líneas celulares, tanto 
en ausencia como en presencia de suero. La elaboración de una colección de paCDs ha 
permitido elucidar los elementos estructurales que potencian la capacidad de transfección 
de estos vectores, entre los que la presencia de grupos donadores de enlaces de hidrógeno 
desempeña un papel fundamental. 
 
5.- La monitorización del proceso de internalización celular de CDplejos 
marcados con una sonda fluorescente permitió observar su acumulación en las 
proximidades del núcleo. La internalización de los CDplejos ocurre principalmente por 
mecanismos de endocitosis dependiente de clatrina y caveolina. Sin embargo, la 
expresión del gen es debida, casi exclusivamente, a los complejos internalizados por la 
ruta dependiente de caveolina. El nivel de expresión asociado a los complejos 
internalizados por el mecanismo dependiente de clatrina es prácticamente nulo. 
Aparentemente, estos CDplejos son degradados antes de escapar del endosoma. 
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6.- La posibilidad de combinar estrategias de funcionalización supramoleculares 
y covalentes, que aprovechan la capacidad de inclusión molecular de las CDs y la 
flexibilidad del esquema sintético, respectivamente, ha permitido la manipulación de la 
superficie de los CDplejos. Se ha comprobado que esta manipulación, por ejemplo a 
través de la incorporación de antenas de reconocimiento biológico (tales como ligandos 
de tipo folato o carbohidrato), puede modular la capacidad de transfección de los 
CDplejos, no solo en términos de eficacia, sino también de biocompatibilidad y 
selectividad. La aproximación desarrollada  presenta, por tanto, un fuerte potencial para la 
elaboración de virus artificiales, en los que diferentes elementos funcionales se 
autoensamblen para producir una estructura supramolecular que proteja el material génico 
en el medio biológico, facilite su paso a través de membranas y alcance el núcleo de las 
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8. Parte experimental 
 
8.1. Métodos generales 
 
La cromatografía analítica en capa fina (c.c.f.) se ha realizado empleando 
cromatoplacas de aluminio prefabricadas Sílica Gel 60 F254 Merck de 0.25 mm de 
espesor. La detección de los compuestos en las placas se ha realizado por exposición de 
las mismas a una fuente de luz UV (λ 254 nm) y mediante revelado por inmersión en 
disoluciones de ácido sulfúrico al 10% en etanol, ninhidrina al 0.1% en etanol, ácido 
fosfomolíbdico al 5% en etanol o revelador de Mostain (20 g de molibdato amónico (VI) 
tetrahidratado, 0.4 g de sulfato de cerio hidratado y 10% de ácido sulfúrico en 400 mL de 
H2O) y calentamiento a 100 ºC. 
Con fines preparativos se ha utilizado la cromatografía en columna empleando 
como relleno Sílice 60 A.C.C. Chromagel (SDS) (tamaño de partícula 0.03-0.07 mm), 
eluyendo por gravedad o sometiendo a ligera presión. La cromatografía de permeación 
sobre gel (GPC) se ha llevado a cabo en columnas rellenas con Sephadex LH-20 y 
Sephadex G-25 (GE Healthcare) empleando como eluyente MeOH y H2O desgasificados, 
respectivamente, y como impulsor una bomba peristáltica Pharmacia Biotech Pump P-1. 
Los poderes rotatorios se han medido a 20 ± 2 ºC en un espectropolarímetro 
Perkin-Elmer 341 empleando la línea D del sodio (λ 589 nm), concentraciones del 0.2-
1% (p/v) y celda de 1 dm. 
Los análisis elementales se han realizado en el Centro de Investigaciones 
Científicas "Isla de la Cartuja" (CSIC-Universidad de Sevilla) empleando un analizador 
elemental Leco CHNS-932 o Leco TruSpec CHN. 
Los espectros de absorción en el IR se han realizado en un espectrofotómetro 
FTIR Vector 22 (Bruker). Se han registrado a partir de muestras preparadas en película 
entre dos ventanas de cloruro sódico, presentándose los datos indicando los números de 
onda correspondientes a los máximos de absorción más característicos de la estructura. 
Los espectros de 1H RMN se han registrado en espectrómetros Bruker AVANCE 
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300  (300 MHz), Bruker AVANCE DRX 400 (400 MHz) y Bruker AVANCE DRX 500 
(500 MHz). Se han usado disoluciones en CDCl3, MeOD, DMSO-d6 y D2O.  La 
asignación de las señales se ha completado con la realización de experimentos de 
correlación homonuclear 2D COSY (Correlated Spectroscopy) y 1D TOCSY (Totally 
Correlated Spectroscopy). Los valores de desplazamiento químico se dan en ppm, usando 
como referencia interna la señal del disolvente. Los valores de las constantes de 
acoplamiento (J) se miden en Hz. Las abreviaturas para indicar la multiplicidad de las 
señales son: s (singlete), d (doblete), t (triplete), c (cuartete), q (quintete) y m (multiplete). 
La abreviatura “a” indica que la señal es “ancha”. 
Los espectros de 13C RMN se han registrado a 75.5, 100.6 y 125.7 MHz en los 
espectrómetros indicados para espectros de 1H RMN. Para la interpretación de algunos 
espectros se han empleado técnicas de correlación heteronuclear 2D 1H-13C (HMQC, 
Heteronuclear Multiple-Quantum Coherence experiment).  
Los espectros de masas se han realizado empleando la técnica de ionización por 
electrospray (ESI) en un espectrómetro Bruker Esquire6000. Para ello se emplearon 
disoluciones de las muestras en H2O, MeOH, MeCN o sus mezclas, de concentración en 
el rango μM. Las muestras se introdujeron mediante inyección directa usando una jeringa 
Cole-Palmer a un flujo de 120 μL/h. 
 
Métodos generales de síntesis en disolución 
 
Las reacciones de acetilación se llevaron a cabo disolviendo el compuesto en 
una mezcla de Ac2O-Py (1:1, 10 mL por 1 g de compuesto) a 0 ºC. La mezcla de reacción 
se agitó a t.a., se vertió sobre H2O/hielo y se extrajo con CH2Cl2. La fase orgánica se lavó 
sucesivamente con H2SO4 2N y disolución acuosa saturada de NaHCO3, se secó y se 
concentró. Por regla general el residuo se purificó posteriormente por cromatografía en 
columna de gel de sílice. 
Para las reacciones de desacetilación se siguió el método de Zemplén,346 usando 
MeONa (0.1 eq. por mol de acetatos) en MeOH a t.a., seguido de neutralización con la 
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resina de intercambio iónico Amberlite IR-120 (H+), filtración y evaporación del 
disolvente. 
Las reacciones de hidrólisis de los grupos protectores carbamato se llevaron a 
cabo disolviendo en compuesto en un mezcla CH2Cl2-TFA (1:1) y agitando la mezcla a 
t.a. durante 2 h. El disolvente se eliminó a presión reducida coevaporando varias veces 
con H2O y el residuo resultante se liofilizó con una disolución diluida de HCl, 
obteniéndose los compuestos como sus respectivos hidrocloruros. 
 
Métodos generales de síntesis en fase sólida 
 
Se utilizó la resina 4-sulfamilbutiril AM (0.39 mmol/g) (NovaBiochem). Las 
reacciones en fase sólida se llevaron a cabo en jeringas de plástico con filtros de teflón. 
Las reacciones de acoplamiento peptídico de los ácidos carboxílicos a las resinas 
funcionalizadas con grupos amino se llevaron a cabo empleando los ácidos preactivados. 
Para la preactivación el ácido carboxílico se disolvió en DMF y se añadieron en este 
orden DIPEA (3 eq.) y TBTU (2 eq.) y se agitó durante 5 minutos. Las reacciones de 
acoplamiento peptídico a aminas se monitorizaron mediante el test de Kaiser.347 La 
eliminación de los grupos Fmoc se llevó a cabo tratando la resina con una disolución de 
piperidina al 20% en DMF (2 + 18 min), seguido de lavados con DMF (2 min x 6). La 
hidrólisis de los grupos Boc se llevó a cabo mediante el tratamiento de la resina con una 
disolución de TFA al 50% en CH2Cl2 durante 2 h, seguido de lavados con CH2Cl2 (x 4), 
Et3N al 1% en CH2Cl2 (x 2) y CH2Cl2 (x 3). La reducción de los grupos azida se realizó 
mediante el tratamiento de la resina con una disolución de SnCl2 (3 eq.), 1,3-
propanoditiol (4 eq.) y Et3N (6 eq.) en MeCN durante 24 h a t.a. seguido de lavados con 
MeCN (x 4), DMF (x 2) y CH2Cl2 (x 4). Las reacciones de acoplamiento de isocianatos se 
llevaron a cabo tratando la resina seca con una disolución del correspondiente isocianato 
(1.5 eq.) en CH2Cl2 recién destilado durante 24 h, seguido de lavados con CH2Cl2 (x 4). 
Activación y liberación de la resina. En un experimento típico, el 
glicoconjugado unido a la resina (0.1 g, 0.2 mmol/g) se trató con DMF durante 10-15 
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min. Se añadió a continuación una disolución en DMF de yodoacetonitrilo (25 eq.) y 
DIPEA (10 eq.) previamente filtrada sobre alúmina. La resina se mantuvo durante 24 h 
protegida de la luz, se lavó con DMF (2 min x 3) y CH2Cl2 (2 min x 3) y se secó a vacío. 
La resina seca se transfirió a un matraz de fondo redondo y se añadió una disolución de la 
amina correspondiente (0.9 eq.) en DMF. La suspensión se agitó durante 24 h, tras lo cual 
la resina se separó de la por filtración, se extrajo con DMF (2 min x 3) y los filtrados se 
unieron y se concentraron. 
 
Medidas de afinidad frente a Concanavalina A. La afinidad de los compuestos 
por Con A se midió siguiendo el protocolo ELLA (Enzyme-Linked Lectin Assay).102 Se 
recubrieron placas de microvaloración Nunc-Inmuno™ (MaxiSorp™) con manano de 
levadura (100 µL por celda de una disolución de 10 µg/mL en un tampón de fosfato 
salino 0.01 M (PBS, pH 7.3 con 0.1 mM Ca2+ y 0.1 mM Mn2+) a t.a. durante una noche. 
Las celdas se lavan posteriormente tres veces con 300 µL de tampón de lavado (PBS 
conteniendo 0.05% v/v de Tween20® (PBTS)). El proceso de lavado se repitió tras cada 
incubación. Las celdas se bloquearon con 150 µL por celda de 1% BSA/PBS durante 1 h 
a 37 °C. Las placas se lavaron y se llenaron con 50 µL por celda de la sal diamónica del 
ácido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS) (0.25 mg/mL) en tampón 
cítrico (0.2 M, pH 4.0 con 0.015% v/v H2O2). La reacción se paró después de 20 minutos 
añadiendo 50 µL por celda de H2SO4 1 M y se midió la absorbancia a 415 nm. Se 
emplearon para los experimentos de inhibición aquellas concentraciones de lectina-
conjugado cuyas absorbancias mostraban valores entre 0.8 y 1.0. El inhibidor 
(almacenado en una disolución de 3 mg/mL en PBS) se adicionó de forma que en cada 
celda hubiese el doble de concentración que la anterior (60 µL por celda en PBS con 60 
µL de la Con A-peroxidasa de la concentración adecuada) en microplacas Nunclon™ 
(Delta) y se incubaron durante 1 h a 37 °C. Estas disoluciones (100 µL) se transfirieron a 
las placas recubiertas con manano donde se incubaron durante otra hora a 37 ºC. Las 
placas se lavaron y se llenaron con 50 µL por celda de ABTS y se detuvo la reacción a los 
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20 minutos y se midió la absorbancia. El porcentaje de inhibición se calculó en función 
de la ecuación: 
% Inhibición = (A(sin inhibidor)- A(con inhibidor))/A(sin inhibidor) x 100 
 
Métodos generales de caracterización de nanopartículas 
  
Para la preparación de nanopartículas a partir de CDs anfifílicas se procedió 
de la siguiente manera: se pesó la cantidad de muestra necesaria para obtener disoluciones 
finales de concentración 50 μM (en 4 mL). La muestra se disolvió en la mínima cantidad 
posible de MeOH de calidad HPLC y se dejó equilibrar durante 20 min. Seguidamente, se 
evaporó el disolvente aplicando una suave corriente de aire caliente en la base del vial. 
Una vez evaporado el disolvente, se dejó el vial en una bomba de vacío durante 1 h para 
asegurar que no quedaran trazas de MeOH. De esta manera se obtuvo una fina capa del 
compuesto adherida a las paredes del vial. A continuación se añadieron 2 mL de Agua 
fisiológica precalentada a 48 ºC en un termostato y se dejó hidratar la muestra en un 
termostato a dicha temperatura durante 30 minutos, agitando en caso necesario para 
homogeneizar la muestra. Después se procedió a la separación de la muestra, pasando 1 
mL a otro vial y añadiendo, en el primero, otro mL de agua fisiológica y, en el segundo, 1 
mL de H2O con tampón fosfato 2 mM a pH 7 doblemente filtrada (Millex GS 0.22 μm). 
Ambas disoluciones se sonicaron en un baño durante 30 minutos y se dejaron equilibrar 
durante 1 h a t.a. 
Para calcular el tamaño de las partículas, el índice de polidispersidad (IP) y el 
potencial ζ se utilizó la técnica de “Dispersión Dinámica de la Luz” (Dynamic Light 
Scattering (DLS)). El tamaño medio de las nanopartículas se calculó mediante el diámetro 
hidrodinámico. El diámetro hidrodinámico representa el diámetro de una hipotética esfera 
rígida que difunde con la misma velocidad que la partícula estudiada. El diámetro 
calculado mediante las propiedades de difusión  es indicativo del tamaño aparente de la 
partícula solvatada. La dispersión de tamaño de las nanopartículas viene dada por el 
índice de polidispersidad IP. La dispersión cuasielástica de la luz fue medida usando un 
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aparato Zetasizer3000, equipado con un correlador K7132 (Malvern Instruments, UK) y 
un láser de He-Ne (λ 632.8 nm) con una potencia de 10 mV. Las condiciones de medida 
fueron: ángulo de detección de 90º usando un fotomultiplicador R943-02 con una 
apertura de 1 mm; temperatura, 25 ± 0.1 ºC; viscosidad aparente, 1.054 mPa·s. Las 
muestras se diluyeron en agua destilada hasta una concentración de 50 μM antes de 
realizar las medidas. El diámetro hidrodinámico de las nanopartículas fue calculado 
mediante la medida del coeficiente de difusión translacional de las mismas.  Se realizaron 
tres medidas de cada muestra para calcular el diámetro hidrodinámico y el IP. 
El potencial ζ es un parámetro que da idea de la carga eléctrica de la superficie de 
las nanopartículas incluyendo la primera capa de solvatación. La magnitud que se mide es 
la movilidad electroforética de las partículas, haciendo uso del efecto Doppler en la luz 
dispersada por las partículas, que puede relacionarse con el potencial ζ. Se midió la 
movilidad electroforética de las partículas con un aparato Brookhaven ZetaPALS, cuya 
fuente de luz es un diodo láser de λ 661 nm (con una potencia variable (según la muestra) 
entorno a 7 mW). Las muestras tenían una concentración de 50 μM y se añadió NaCl 
hasta 1 mM para crear un “escudo de carga” que elimine las interacciones entre partículas. 
Las medidas se realizaron a 25 ± 1 ºC. La tensión superficial de las muestras, efecto por 
el cual la superficie de un líquido tiende a comportarse como si fuera una delgada película 
elástica, se midió por el método del anillo de Du Noüy348 utilizando una balanza Mettler 
Toledo (precisión de 0.1 mg) y un anillo de platino de 2.5 cm de diámetro. Las medidas 
se llevaron a cabo a t.a. y los datos considerados son el promedio resultante de 10 
medidas. 
Para determinar la concentración micelar crítica (c.m.c.) se midió la tensión 
superficial de disoluciones del compuesto con distintas concentraciones, empezando en 
40 μM y obteniendo las demás por sucesivas diluciones al 50% con H2O de calidad HPLC 
filtrada (Millex GS 0.22 μm) hasta 0.625 μM. 
La determinación del tamaño y del potencial ζ de los complejos paCD-pADN 
se realizó mediante la técnica DLS. El tamaño medio de las partículas se midió usando un 
Zetasizer Nano (Malvern Instruments) con las siguientes especificaciones: tiempo de 
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muestreo, automático; número de medidas, 3 por muestra; viscosidad del medio, 1.054 
cP; índice de refracción, 1.333; ángulo de dispersión, 173º; λ 633 nm; temperatura, 25 ºC. 
Los datos indicados son el diámetro medio de la mayor población en la distribución de 
volumen con su desviación estándar. Antes de cada experimento, la estabilidad de las 
medidas se comprobó con esferas de látex de 90 nm monodispersas (Coulter). 
El potencial ζ de los CDplejos se medió con el mismo aparato utilizando el 
análisis de Fase por Medida en Modo Mixto de la Dispersión de la Luz (“Mixed Mode 
Measurement Phase Analysts Light  Scattering”, M3-PALS), que consiste en medidas 
tanto de retroceso en campo lento como de retroceso en campo rápido que mejora la 
resolución. Se aplicaron las siguientes especificaciones: tiempo de muestra, automático; 
número de medidas, 3 por muestra; viscosidad del medio, 1.054 cP; constante dieléctrica 
del medio, 80; temperatura 25 ºC. Antes de cada experimento, la estabilidad de las 
medidas se comprobó con una disolución estándar DTS 50 (Malvern). 
 
Métodos generales de caracterización de CDplejos y de determinación de su 
capacidad de transfección 
 
La preparación de complejos CD-pADN (CDplejos) para experimentos de 
transfección se realizó con el plásmido pTG11236349 (pCMV-SV40-luciferasa-SV40pA), 
que es un plásmido de 5739 pares de bases. Dicho plásmido se disolvió en tampón 
HEPES (20 mM, pH 7.4) para los complejos con CDs y bPEI o en una disolución de 
NaCl 150 mM para los de JetPEI. Las cantidades de compuesto se calcularon de acuerdo 
con los valores deseados para la concentración de pADN (0.1 mg/mL, 303 μM fosfato) y 
la relación N/P, teniendo en cuenta el peso molecular y el número de grupos catiónicos 
del derivado de CD o del catión polimérico (25 kDa para bPEI y 22 kDa para JetPEI). La 
cantidad de derivado de CD necesaria se añadió de una disolución madre (10-20 mM en 
DMSO). bPEI se añadió de una disolución madre 0.1 M en H2O y JetPEI de una 
disolución madre 7.5 mM en H2O. Las preparaciones se agitaron vigorosamente durante 
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dos horas para la caracterización de los experimentos de transfección. Los experimentos 
se llevaron  a cabo para valores de  N/P entre 5 y 50. 
Para los experimentos de inhibición de la endocitosis se utilizó el plásmido 
pGL4.13 (Promega). El plásmido fue transformado en la cepa competente E. coli DH10b 
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las bacterias transformadas fueron 
seleccionadas por su resistencia a la ampicilina y cultivadas hasta una densidad óptica de 
1.5. El plásmido se purificó con el kit PureLink™ HiPure Plasmid Gigaprep Kit 
(Invitrogen). El plásmido se resuspendió hasta una concentración de 1 μg/μL en tampón 
TE (10 mM Tris, 1 mM AEDT, pH 7.4). Para la preparación de los complejos, la cantidad 
necesaria de pADN se diluyó en OptiMEM® hasta una concentración de 0.04 μg/μL (124 
μM en fosfato) y se añadió la cantidad necesaria de paCD desde una disolución madre de 
20 mg/mL (4.2 mM) en DMSO-H2O 1:2. La mezcla se agitó durante 12 min antes de 
diluirla 10 veces en OptiMEM®. 
Para la electroforesis sobre gel de agarosa, cada complejo CD:pADN (20 µL, 
0.4 µg de plásmido) se sometió a electroforesis durante 30 min bajo 150 V a través de un 
gel de agarosa al 0.8% en tampón TAE (Tris-acetato-AEDT) y se reveló pulverizando 
con una disolución de bromuro de etidio (Sigma) en tampón TAE (20 μL de bromuro de 
etidio de una disolución de 10 mg/mL en 200 mL de TAE). El ADN se visualizó por 
fotografía en un transiluminador UV. La integridad del plásmido de cada muestra se 
confirmó por electroforesis después de la descomplejación inducida con dodecilsulfato 
sódico (SDS, 8%). 
El cultivo de células se llevó a cabo en las siguientes condiciones: Las célula 
BNL-CL2 (células embrionarias hepáticas de roedor), COS-7 (células renales de simio 
verde africano mutadas con SV-40) y Vero (células epiteliales de riñón de mono verde 
africano; ATCC número CCL-81) se cultivaron en “Dulbecco’s modified Eagles’ 
medium” (DMEM) conteniendo 10% de suero fetal, 2 mM L-glutamina, 10 mg/mL de 
gentamicina (BNL-CL2), 100 μg/mL de estreptomicina (COS-7) o 2% de 
penicilina/estreptomicina (Vero) y crecieron a 37 ºC en atmósfera conteniendo un 5% de 
CO2. 
Parte experimental  217 
 
Los ensayos de transfección se llevaron a cabo de la siguiente manera: un día 
antes de los experimentos de transfección, se cultivaron células con una densidad de 2·104 
células/pocillo en microplacas de 96 pocillos (células BNL-CL2 o COS-7) o 1·105 
células/pocillo en microplacas de 12 pocillos (células Vero). Los complejos CD:pADN 
(pTG11236 para BNL-CL2 y COS-7 o pGL4.13 para Vero) y los poliplejos PEI:pADN 
(pTG11236) se diluyeron a 100 μL (BNL-CL2 y COS-7) o 333 μL (Vero) en DMEM o 
en DMEM suplementado con un 10% de suero (FCS, Sigma) de modo que cada pocillo 
contuviera 0.5 μg (BNL-CL2 y COS-7) o 2 μg (Vero) de ADN. Se eliminó el medio de 
cultivo y se reemplazó por los correspondientes complejos en DMEM. Tras 4 h y 24 h, se 
eliminó el medio y se añadió nuevo medio de cultivo con un 10% de suero. La 
transfección se detuvo a las 48 h, se decantó el medio de cultivo y las células se lavaron 
dos veces con 100 μL de PBS. Las células se destruyeron con 50 μL (BNL-CL2 y COS-
7) o 200 μL (Vero) de tampón de lisis (Promega) durante 30 min a t.a. Las suspensiones 
se centrifugaron a 4 ºC y 14000 rpm durante 5 min y se decantaron las mezclas de lisis 
supernadantes. En caso necesario, las suspensiones resultantes se congelaron a -32 ºC 
antes de llevar a cabo el análisis de la actividad de luciferasa.  
El análisis de actividad de la luciferasa se llevó a cabo sobre las mezclas de 
lisis utilizando el sistema de determinación “Promega luciferase assay kit” (Promega) en 
una placas de 96 pocillos y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizó un 
luminómetro LB96P (BERTHOLD) (BNL-CL2 y COS-7) o GloMax™ 96 (Promega) 
(Vero) en modo dinámico durante 10 s sobre 10 μL (BNL-CL2 y COS-7) o 40 μL (Vero) 
de la mezcla de lisis. La actividad de la luciferasa se calculó en femtogramos (fg) de 
luciferasas por mg de proteína (BNL-CL2 y COS-7) o como unidades relativas de luz 
(URL) por mg de proteína (Vero). Cada medida se repitió tres o cuatro veces en 
experimentos independientes (formulación y transfección). 
La concentración total de proteína en cada pocillo se determinó mediante el 
ensayo BCA (Pierce) para los ensayos con BNL-CL2 y COS-7: 25 μL de lisado celular se 
mezclaron con 200 μL de reactivo y la mezcla se incubó a 37 ºC durante 30 minutos, 
después las muestras se dejaron equilibrar a t.a. durante 5 min y se midió la absorbancia a 
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562 nm. El ensayo “Biorad Bradford Protein assay” (Biorad) se utilizó para los ensayos 
con Vero: el reactivo (50 μL) se añadió sobre la mezcla de lisis (2 μL) diluida en H2O 
(198 μL) en una placa de 96 pocillos con fondo transparente (Greiner Bio-One), 
midiéndose la absorbancia en un lector de placas Wallac Victor2 (Perkin Elmer-Cetus 
Life Sciences) a 590 nm. Cada medida se repitió tres o cuatro veces en experimentos 
independientes (formulación y transfección). 
Como medida de la viabilidad celular tras los experimentos de transfección, se 
determinó la relación porcentual entre la cantidad de proteína total por pocillo de las 
células transfectadas y la de células no tratadas. En el caso de los ensayos con células 
Vero, la viabilidad celular se midió con el sistema “CellTiterGlo® Proliferation Assay” 
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se 
incubaron con el reactivo “CellTiterGlo®” durante 10 min hasta completar la lisis. 
Seguidamente se mide la luminiscencia en un luminómetro GloMax™ 96 durante 10 s 
con 1 s de tiempo de integración. Cada experimento se realizó por cuadruplicado. 
Microscopía de Transmisión Electrónica (TEM). Se colocaron rejillas 
cubiertas de carbón-Formvar®, previamente aumentada su hidrofilia mediante descargas 
luminiscentes, sobre unas gotas de las muestras de CDplejos (HEPES 20 mM, pH 7.4, 
pADN 303 μM en fosfato) preparadas como se describió anteriormente. Tras 1-3 min de 
contacto, las rejillas se tiñeron negativamente con unas gotas de solución acuosa de 
acetato de uranilo (1%). Las rejillas se secaron y se observaron con un microscopio 
electrónico Philips CM12, trabajando en condiciones estándar. 
Para el marcaje fluorescente del plásmido se utilizó el tinte de ácidos nucleicos 
yoduro de YOYO®-1 (λex 491, λem 509, Molecular Probes). Para el marcaje, a 100 μg de 
plásmido se añadieron 15 nmol de YOYO®-1 en tampón HEPES 20 mM durante 1 h a 
t.a., lo que debería resultar en el marcaje cada 10 pares de bases del pADN. El complejo 
YOYO®-1-pADN se purificó por precipitación en etanol y resuspendido en tampón TE 
hasta una concentración de 1 μg/μL. 
Para los experimentos de citometría de flujo con paCDs e inhibidores de 
endocitosis se utilizó el plásmido marcado con YOYO®-1 para preparar los complejos 
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correspondientes (N/P 10) como se describe anteriormente. Un día antes de los ensayos se 
sembraron 3·105 células (Vero) en microplacas de 6 pocillos y se cultivaron como se 
indicó anteriormente. Para el ensayo se sustituyó el medio de cultivo por 2 mL de 
OptiMEM® con los complejos (12 μg de pADN) y, tras el tiempo de incubación requerido 
por el experimento, se eliminó el medio con los complejos. La fluorescencia de los 
complejos no internalizados se eliminó mediante un lavado de 5 min con trypan blue 
(Sigma) al 0.2% en PBS. Tras el lavado, las células se recolectaron con Tripsina, se 
centrifugaron y se resuspendieron en tampón de flujo (PBS con 0.1% de azida sódica y 
1% de BSA), manteniéndolas a 0 ºC hasta su análisis. Las muestras se analizaron con 
citómetro de flujo FC500 de 5 canales (Beckman Coulter) equipado con un láser de argón 
(λex 488 nm). Se utilizó el programa CXP del aparato para hacer los análisis. La 
internalización de los CDplejos se calculó como la media de la fluorescencia de tres 
medidas independientes. El valor basal (0 %) se determinó para células incubadas a 4 ºC. 
En el caso de los experimentos de inhibición de endocitosis, el 100% se determinó para 
células incubadas sin presencia de ningún inhibidor. 
Para los experimentos de citometría de flujo con glicoCDs, se utilizó el 
plásmido marcado con YOYO®-1 para preparar los complejos correspondientes de CDs o 
PEI (N/P 10) como se describe anteriormente. Un día antes de los ensayos se sembraron 
1·105 células por pocillo en microplacas de 24 pocillos y se cultivaron como se indicó 
anteriormente. Para el ensayo se sustituyó el medio de cultivo por 500 μL de medio sin 
suero, con o sin manosa (según objetivo del experimento) 1 mM y los complejos (2.5 μg 
de pADN). Tras el tiempo de incubación requerido por el experimento, se eliminó el 
medio con los complejos y las células se incubaron durante 15 min con 1 mL de DMEM 
(sin suero) conteniendo 200 mg/L de timo de ternera para eliminar los agregados unidos 
inespecíficamente. Después se lavaron dos veces son PBS frío y se recolectaron por 
tripsinación, se resuspendieron en 500 μL de DMEM con 10% de suero bovino, se 
centrifugaron (5 min, 2000 rpm), se volvieron a lavar dos veces con 500 μL de PBS frío 
se resuspendieron en PBS con 1% de AEDT. Los análisis de citometría de flujo se 
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llevaron a cabo con un citómetro de flujo FACS Calibur (BD Biosciences) equipado con 
un láser de argón (λex 488 nm). Los datos se analizaron con el programa winMDI 2.8. 
Para los estudios de inhibición de la endocitosis, antes de la incubación con los 
CDplejos, las células Vero fuero preincubadas con clorpromacina, gesniteina, dynasore o 
MbCD (en las cantidades descritas en el experimento) durante 1 h. Seguidamente este 
medio se sustituyó por OptiMEM® con la misma cantidad de inhibidor y los complejos, 
con los que se siguió el método general del experimento correspondiente. La disoluciones 
madre de inhibidores utilizadas fueron: 10 μg/μL de clorpromazina en H2O (recién 
preparada), MbCD 5 mM (6.6 mg/mL) en H2O (recién preparada), genisteina 50 mM en 
DMSO (congelada) y 1 μg/μL de dinasore en DMSO (congelada). 
Monitorización de la internalización celular de CDplejos marcados en 
tiempo real. Las células Vero se sembraron en una concentración de 4·105 células por 
pocillo en pocillos esterilizados MatTek con cubreobjetos en la base (MatTek 
Corporation) y se cultivaron (como se indica anteriormente) durante un día antes del 
experimento. Para el experimento, las células se incubaron con 2 mL de complejos (N/P 
10, 12 μg de pADN) con un 20% de paCDs marcadas. Los complejos fluorescentes se 
visualizaron con Microscopio Láser de Barrido Confocal (CLSM) Nikon C1 (Nikon 
Benelux) equipado con lentes de inmersión en aceite Plan Apo VC 60x 1.4 NA y los 
elementos ópticos necesarios para obtener tanto imágenes de transmisión de fluorescencia 
como de contraste de interferencia diferencial (DIC). Los compuestos marcados con 
lisamina-rodamina se excitaron utilizando la línea de 561 nm del láser de estado sólido y 
la luz emitida se seleccionó con un filtro de banda de 580 a 630 nm. Las células se 
mantuvieron vivas en el microscopio con un incubador que controlaba la temperatura, la 
humedad y la presión de CO2 (Tokai Hit). Las imágenes en 2D se tomaron, 
aproximadamente, en el plano central de las células. 
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8.2 Sustancias de Partida 
 
Los siguientes compuestos se han preparado de acuerdo con procedimientos descritos 
en la bibliografía: 
 Ácido 2-(terc-butoxicarbonilamino)benzóico (96). 
 Bis(2-terc-butoxicarbonilaminoetil)amina (97).25  
 p-Toluensulfonato de 2-azidoetilo (98).350 
 Tris(2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-manopiranosiloximetil)metilamina (99).95 
 Tris(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosiloximetil)metilamina (100).96  
 4-Azidobutil-1-amina (109).351 
 Metil-6-amino-6-desoxi-α-D-glucopiranosido (110).352 
 6-Amino-6-desoxiciclomaltoheptaosa (111).62 
 Heptaquis[6-(2-aminoetiltio)]ciclomaltoheptaosa (113).28  
 2-(terc-Butoxicarbonilamino)etil isotiocianato (114).287 
 Heptaquis(6-bromo-6-desoxi)ciclomaltoheptaosa (117).157 
 3-(terc-Butoxicarbonilaminometil)bencil isotiocianato (118).353 
 4-(terc-Butoxicarbonilaminometil)bencil isotiocianato (119).353 
 Heptaquis[6-bromo-6-desoxi-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (120).354  
 Heptaquis[6-(2-terc-butoxicarbonilaminoetiltio)-2,3-di-O-
hexanoil]ciclomaltoheptaosa (121).354  




tiureidoetiltio)]ciclomaltoheptaosa (128).354  
 2-Azidoetil-bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]amina (129). 25 
 2-Isotiocianatoetil-α-D-manopiranósido (132).342 
 




 2,3,4,6-Tetra-O-acetil-2-azidoetil-α-D-manopiranósido (134).355 
 Tris(2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-manopiranosiloximetil)metil isotiocianato 
(135).25 
 Tris(hidroximetil)metilazida (136).344 
 Bis(2-aminoetil)-[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]amina (137).25  
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8.3. Nuevos Productos 
 




R = Me, 4
R = H, 5      
 
Bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]glicina metil éster (1). A una disolución 
de bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]amina (97) (0.5 g, 1.66 mmol) y Et3N (0.7 mL, 5 
mmol, 3 eq.) en DMF (5 mL) se adicionó bromoacetato de metilo (0.18 mL, 1.99 mmol, 
1.2 eq.) y la mezcla de reacción se agitó durante 24 h. Se evaporó el disolvente a presión 
reducida y el residuo se purificó por cromatografía en columna (AcOEt-éter de petróleo 
1:2) obteniéndose el metil éster 1. Rend.: 0.53 g (85%). Rf = 0.36 (MeCN-H2O-NH4OH 
10:1:1). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 5.14 (sa, 2 H, NHBoc), 3.70 (s, 3 H, COOCH3), 
3.37 (s, 2 H, NCH2CO), 3.14 (ca, 4 H, 3JH,H = 5.5 Hz, CH2NHBoc), 2.71 (t, 4 H, CH2N), 
1.44 (s, 18 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 172.1 (CO éster), 156.3 (CO carbamato), 79.3 
(CMe3), 55.1 (COOCH3), 54.3 (CH2N), 51.8 (NCH2CO), 38.8 (CH2NHBoc), 28.6 
(CMe3).  
EM (ESI): m/z 376.1 ([M + H]+), 398.0 ([M + Na]+), 414.0 ([M + K]+). 
Análisis elemental. Calculado para C17H33N3O6: C, 54.38; H, 8.86; N, 11.19. Encontrado: 
C, 54.15; H, 8.71; N, 10.98. 
 
Bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]glicina (2). Una disolución del metil éster 
1 (1.01 g, 2.7 mmol) se trató con MeONa (0.15 g, 2.7 mmol, 1 eq.) en MeOH-H2O (1:1, 8 
mL) durante 24 h, se neutralizó con resina de intercambio iónico Amberlite IR-120(H+), 
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se filtró y se evaporó el disolvente obteniéndose 2. Rend.: 0.97 g (99%). Rf = 0.36 
(MeCN-H2O-NH4OH 10:1:1). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 3.59 (s, 2 H, CH2CO2H), 3.33 (t, 4 H, 3JH,H = 5.9 
Hz, CH2N), 3.15 (t, 4 H, CH2NHBoc), 1.44 (s, 9 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 173.2 (CO ácido), 166.0 (CO carbamato), 
80.9 (CMe3), 58.0 (CH2CO2H), 56.6 (CH2N), 37.8 (CH2NHBoc), 28.8 (CMe3).  
EM (ESI): m/z 362.2 ([M + H]+).  
Análisis elemental. Calculado para C16H31N3O6: C, 53.17; H, 8.65; N, 11.63. Encontrado: 
C, 53.05; H, 8.45; N, 11.59. 
 
2-Azidoetil-2-[(terc-butoxicarbonilamino)etil]amina (3). A una disolución de 
N-terc-butoxicarboniletilendiamina (124, 0.9 g, 5.6 mmol) y K2CO3 (0.77 g, 5.6 mmol, 1 
eq.) en acetonitrilo (10 mL) se adicionó p-toluensulfonato de 2-azidoetilo (98, 1.35 g, 5.6 
mmol, 1 eq.). La mezcla de reacción se calentó a reflujo durante 24 h, se evaporó el 
disolvente y el residuo se extrajo con CH2Cl2 (20 mL) y se lavó con H2O (15 mL). La 
fase orgánica se secó (Na2SO4), se filtró y se concentró. El producto se purificó por 
columna cromatográfica (AcOEt-H2O-EtOH 45:5:3) obteniéndose 3. Rend.: 0.76 g 
(60%). Rf = 0.52 (AcOEt-H2O-EtOH 45:5:3). 
1H RMN (300 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 4.98 (sa, 1 H, NHBoc), 3.39 (t, 2 H, 3JH,H = 5.6 
Hz, CH2N3), 3.19 (c, 2 H, 3JH,H = 5.7 Hz, CH2NHBoc), 2.78 (t, 2 H, CH2CH2N3), 2.72 (t, 
2 H, CH2CH2NHBoc), 1.47 (sa, 1 H, CH2NHCH2), 1.42 (s, 9 H, CMe3). 
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 156.2 (CO carbamato), 79.3 (CMe3), 51.5 
(CH2N3), 48.9 (CH2NHBoc), 48.3 (CH2CH2N3), 40.3 (CH2CH2NHBoc), 28.5 (CMe3).  
EM (ESI): m/z 230.0 ([M + H]+), 252.0 ([M + Na]+), 267.9 ([M + K]+). 
Análisis elemental. Calculado para C9H19N5O2 C, 47.15; H, 8.35; N, 30.55. Encontrado: 
C, 47.02; H, 8.09; N, 30.38. 
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2-Azidoetil-2-[(terc-butoxicarbonilamino)etil]glicina metil éster (4). La 
alquilación de 3 (0.45 g, 1.97 mmol) y Et3N (0.82 mL, 5.9 mmol, 3 eq.) en DMF (5 mL) 
se adicionó bromoacetato de metilo (0.22 mL, 2.36 mmol, 1.2 eq.) y la mezcla de 
reacción se agitó durante 24 h. Se evaporó el disolvente a presión reducida y el residuo se 
purificó por cromatografía en columna (AcOEt-éter de petróleo 1:2) obteniéndose el metil 
éster 4. Rend.: 0.47 g (80%). Rf = 0.67 (AcOEt-éter de petróleo 1:1). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 5.17 (sa, 1 H, NHBoc), 3.70 (s, 3 H, COOCH3), 
3.44 (s, 2 H, NCH2CO), 3.30 (t, 2 H, 3JH,H = 5.9 Hz, CH2N3), 3.17 (ca, 2 H, 3JH,H = 5.7 
Hz, CH2NHBoc), 2.89 (t, 2 H, CH2CH2N3), 2.79 (t, 2 H, CH2CH2NHBoc), 1.44 (s, 9 H, 
CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 171.9 (CO éster), 156.3 (CO carbamato), 79.5 
(CMe3), 54.8 (COOCH3), 54.0, 53.7 (2 NCH2), 51.7 (NCH2CO), 49.9 (CH2N3), 38.7 
(CH2NHBoc), 28.6 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 302.0 ([M + H]+), 324.0 ([M + Na]+), 339.9 ([M + K]+). 
Análisis elemental. Calculado para C12H23N5O4: C, 47.83; H, 7.69; N, 23.24. Encontrado: 
C, 47.75; H, 7.49; N, 23.17. 
 
2-Azidoetil-2-[(terc-butoxicarbonilamino)etil]glicina (5). Una disolución del 
metil éster 4 (0.73 g, 2.4 mmol) se trató con MeONa (0.13 g, 2.4 mmol, 1 eq.) en MeOH-
H2O (1:1, 8 mL) durante 24 h, se neutralizó con resina de intercambio iónico Amberlite 
IR-120 H+, se filtró y se evaporó el disolvente obteniéndose 5. Rend.: 0.69 g (99%). Rf = 
0.52 (MeCN-H2O-NH4OH 10:1:1). 
IR (NaCl): υmax = 2100.8 (N3) cm-1. 
1H RMN (500 MHz, D2O, 298 K): δ = 4.12 (s, 2 H, CH2CO2H), 3.81 (t, 2 H, 3JH,H = 5.6 
Hz, CH2N3), 3.59 (t, 2 H, 3JH,H = 7.0 Hz, CH2NHBoc), 3.48 (t, 2 H, CH2CH2N3), 3.39 (t, 2 
H, CH2CH2NHBoc), 1.43 (s, 9 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, D2O, 298 K): δ = 172.4 (CO ácido), 165.6 (CO carbamato), 86.8 
(CMe3), 54.9, 54.2 (2 NCH2), 51.8 (CH2CO2H), 45.6 (CH2N3), 34.1 (CH2NHBoc), 27.6 
(CMe3). 
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 EM (ESI): m/z 288.0 ([M + H]+).  
Análisis elemental. Calculado para C11H21N5O4: C, 45.98; H, 7.37; N, 24.38. Encontrado: 










































Tris(2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-manopiranosiloximetil)metil isocianato (6). A 
una disolución de tris(2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-manopiranosiloximetil)metilamina (99) 
(0.62 g, 0.56 mmol) y Et3N (93 μL, 0.67, 1.2 eq.) en CH2Cl2 (5 mL) a 0 ºC, se añadió 
trifosgeno (183 mg, 0.58 mmol, 1.05 eq.) y la mezcla de reacción se agitó a 0 ºC durante 
30 min. Se lavó dos veces con H2O (5 mL), se secó (Na2SO4), se filtró y se evaporó. El 
residuo resultante se purificó por cromatografía en columna (AcOEt-éter de petróleo 2:1) 
para dar 6 como una espuma blanca. Rend.: 0.45 g (70%). Rf = 0.53 (AcOEt-éter de 
petróleo 2:1). [α]D = + 53.2 (c 1.0, CH2Cl2). 
IR (NaCl): υmax = 2260.1 (NCO) cm-1. 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 5.25 (m, 6 H, H-3, H-4), 5.19 (dd, 3 H, J2,3 = 3.1 
Hz, J1,2 = 1.7 Hz, H-2), 4.88 (d, 3 H, H-1), 4.31 (dd, 3 H, J6a,6b = 12.4 Hz, J5,6a = 5.0 Hz, 
H-6a), 4.11 (dd, 3 H, J5,6b = 2.2 Hz, H-6b), 3.97 (ddd, 3 H, J4,5 = 9.2 Hz, H-5), 3.78, 3.57 
(2 d, 6 H, 2JH,H = 10.2 Hz, 3 CH2O), 2.12, 2.07, 2.01, 1.96 (4 s, 36 H, COCH3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 170.5, 169.9, 169.6, 169.5 (4 CO éster), 127.4 
(NCO), 98.0 (C-1), 68.9, 68.8 (C-2, C-3), 68.5 (C-5), 67.7 (CH2O), 65.6 (C-4), 61.9 (C-
6), 60.2 (OCH2)3C), 20.7, 20.6, 20.5, 20.4 (4 COCH3). 
EM (ESI): m/z 1160.1 ([M + Na]+). 
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Análisis elemental. Calculado para C47H63NO31: C, 49.61; H, 5.58; N, 1.23. Encontrado: 
C, 49.65; H, 5.40; N, 1.10. 
 
Tris(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosiloximetil)metil isocianato (7). El 
isocianato 7 (0.3 g, 0.27 mmol) se preparó a partir de tris(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-
glucopiranosiloximetil)metilamina (100) con un 75% de rendimiento (0.23 g) siguiendo 
el método descrito para 6. Rf = 0.79 (AcOEt). [α]D = -16.8 (c 0.5, CH2Cl2). 
IR (NaCl): υmax = 2257.8 (NCO) cm-1. 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 5.16 (t, 3 H, J2,3 = J3,4 = 9.5 Hz, H-3), 5.03 (t, 3 
H, J4,5 = 9.5 Hz, H-4), 4.94 (dd, 3 H, J2,3 = 9.5 Hz, J1,2 = 8.0 Hz, H-2), 4.46 (d, 3 H, H-1), 
4.23 (dd, 3 H, J6a,6b = 12.4 Hz, J5,6a = 4.5 Hz, H-6a), 4.09 (dd, 3 H, J5,6b = 2.2 Hz, H-6b), 
3.66 (ddd, 3 H, H-5), 3.76, 3.53 (2 d, 6 H, 2JH,H = 10.4 Hz, 3 CH2O), 2.04, 2.01, 1.97, 
1.94 (4 s, 36 H, COCH3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 170.6, 170.1, 169.5, 169.4 (4 CO éster), 125.6 
(NCO), 101.2 (C-1), 72.6 (C-3), 71.9 (C-5), 71.1 (C-2), 70.8 (CH2O), 68.1 (C-4) 61.7 (C-
6), 60.3 (OCH2)3C), 21.0, 20.7, 20.6, 20.5 (4 COCH3). 
EM (ESI): m/z 1176.1 ([M + K]+). 
Análisis elemental. Calculado para C47H63NO31: C, 49.61; H, 5.58; N, 1.23. Encontrado: 
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Glicodendrón Hexavalente (8). Rend.: 28 mg (75%). Rf = 0.40 (CH2Cl2-MeOH 
20:1). [α]D = + 39.1 (c 0.62, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 298 K): δ = 7.32-7.30 (m, 5 H, Ph), 5.28-5.24 (m, 18 H, 
H-2, H-3, H-4), 4.89 (d, 6 H, J1,2 = 1.6 Hz, H-1), 4.50, 4.42 (2d, 2 H, 2JH,H = 15.0 Hz, 
CH2Ph), 4.30 (dd, 6 H, J6a,6b = 12.3 Hz, J5,6a = 4.1 Hz, H-6a), 4.12, 3.93 ( 2 d, 2 H, 2JH,H = 
16.6 Hz, HNCH2CO), 4.11 (dd, 6 H, J5,6b = 2.0 Hz, H-6b), 4.02 (m, 6 H, H-5), 4.04, 3.76 
(2 d, 12 H, 2JH,H = 9.9 Hz, 3 CH2O), 3.27, 3.17 (2 m, 6 H, NCH2CH2NHCO, NCH2CO), 
2.62 (m, 4 H, 2 CH2N), 2.15, 2.06, 2.02, 1.94 (4 s, 72 H, COCH3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 298 K): δ = 174.2 (CO amida), 172.4-171.4 (CO éster), 
160.0 (CO urea), 129.7-128.4 (Ph), 99.5 (C-1), 70.7, 70.6 (C-2, C-3), 70.2 (C-5), 67.6 
(CH2O), 67.1 (C-4), 63.3 (C-6), 59.6 (OCH2)3C, NCH2CO), 56.9 (NCH2CH2NHCO), 44.5 
(CH2Ph), 43.2 (NHCH2CO), 38.8 (NCH2CH2NHCO), 20.8-20.6 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 2609.5 ([M + Na]+), 1323.8 ([M + Na + K]2+).  
Análisis elemental. Calculado para C109H151N7O64: C, 50.68; H, 5.89; N, 3.80. 









Glicodendrón Hexavalente (9). Rend.: 27 mg (70%). Rf = 0.42 (CH2Cl2-MeOH 
20:1). [α]D = + 41.0 (c 1.0, MeOH). 
IR (NaCl): υmax = 2099.8 (N3) cm-1. 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 298 K): δ = 5.27 (t, 6 H, J3,4 = J4,5 = 10.1 Hz, H-4), 
5.25-5.22 (m, 12 H, H-2, H-3), 4.88 (d, 6 H, J1,2 = 1.6 Hz, H-1), 4.29 (dd, 6 H, J6a,6b = 
12.4 Hz, J5,6a = 4.9 Hz, H-6a), 4.06, 3.85 (2 d, 2 H, 2JH,H = 16.6 Hz, HNCH2CO), 4.11 
(dd, 6 H, J5,6b = 2.3 Hz, H-6b), 4.01 (ddd, 6 H, H-5), 4.04, 3.76 (2 d, 12 H, 2JH,H = 9.9 Hz, 
3 CH2O), 3.32 (t, 2 H, 3JH,H = 6.2 Hz, CH2N3), 3.25 (m, 2 H, CH2CH2CH2CH2N3), 3.24, 
3.14 (2 m, cada 3 H, NCH2CH2NHCO, NCH2CO), 2.62 (m, 4 H, 2 NCH2CH2NHCO), 
2.11, 2.07, 2.00, 1.94 (4 s, 72 H, COCH3), 1.67 (m, 4 H, CH2CH2CH2N3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 298 K): δ = 174.1 (CO amida), 172.4-171.4 (CO éster), 
160.0 (CO urea), 99.6 (C-1), 70.7, 70.6 (C-2, C-3), 70.2 (C-5), 67.5 (CH2O), 67.1 (C-4), 
63.3 (C-6), 59.7 (OCH2)3C, NCH2CO), 56.8 (NCH2CH2NHCO), 52.1 (CH2N3), 43.0 
(NHCH2CO), 40.2 (CH2(CH2)3N3), 38.8 (NCH2CH2NHCO), 27.6, 27.3 (CH2CH2CH2N3), 
20.8-20.6 (COCH3).  
EM (ESI): m/z 1314.8 ([M + H + K]2+). 
Análisis elemental. Calculado para C106H152N10O64: C, 49.15; H, 5.91; N, 5.41. 
Encontrado: C, 49.03; H, 5.67; N, 5.36. 
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Glicodendrón Heterovalente (10). Rend.: 25 mg (67%). Rf = 0.36 (CH2Cl2-
MeOH 20:1). [α]D = + 14.7 (c 1.0, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 7.86 (ta, 1 H, NH amida), 7.31-7.23 (m, 5 H, 
Ph), 6.77 (ta, 1 H, NHCH2Ph), 5.75 (m, 3 H, NH urea), 5.53 (s, 1 H, NH urea), 5.26 (t, 3 
H, J3,4 = J4,5 = 10.0 Hz, H-4Man), 5.17 (m, 6 H, H-2Man, H-3Man), 5.16 (t, 3 H, J2,3 = J3,4 = 
9.9 Hz, H-3Glc), 5.01 (t, 3 H, J4,5 = 9.9 Hz, H-4Glc), 4.90 (t, 3 H, H-2Glc), 4.80 (sa, 3 H, H-
1Man), 4.43 (m, 2 H, CH2Ph),  4.42 (d, 3 H, H-1Glc), 4.31 (dd, J6a,6b = 15.8 Hz, J5,6a = 3.6 
Hz, H-6aMan), 4.27 (dd, 3 H, J6a,6b = 12.7 Hz, J5,6a = 3.5 Hz, H-6aGlc), 4.10, 4.01, 3.76, 
3.65 (4 d, 24 H, 2JH,H = 9.8 Hz, 3 CH2O), 4.08 (dd, 3 H, J5,6b = 2.0 Hz, H-6bGlc), 4.07 (da, 
3 H, H-6bMan), 4.02 (m, 2 H, HNCH2CO), 3.94 (m, 3 H, H-5Man), 3.67 (m, 3 H, H-5Glc), 
3.20-3.11 (m, 6 H, NCH2CH2NHCO, NCH2CO), 2.59-2.54 (m, 4 H, 2 CH2N), 2.10-1.95 
(8 s, 144 H, COCH3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 298 K): δ =  172.4 (CO amida), 171.7-171.1 (CO éster), 
160.0 (CO urea), 129.7-128.4 (Ph), 102.3 (C-1Glc), 99.5 (C-1Man), 74.0 (C-3Glc), 73.0, 72.9 
(C-2Glc, C-5Glc), 70.8, 70.6 (C-2Man, C-3Man), 70.4 (CH2OGlc), 70.2 (C-5Man), 69.9 (C-4Glc), 
67.5 (CH2OMan), 67.1 (C-4Man), 63.4 (C-6Man), 63.2 (C-6Glc), 59.6 (OCH2)3C, NCH2CO), 
56.8 (CH2N), 44.3 (CH2Ph), 43.2 (NHCH2CO), 38.8 (NCH2CH2NHCO), 20.8-20.6 
(COCH3).  
EM (ESI): m/z 2604.6 ([M + Na]+), 1311.5 ([M + H + K]2+). 
Análisis elemental. Calculado para C109H151N7O64: C, 50.68; H, 5.89; N, 3.80. 
Encontrado: C, 50.40; H, 5.72; N, 3.70.  




Glicodendrón Trivalente (11). Rend.: 19 mg (75%). Rf = 0.35 (CH2Cl2-MeOH 
20:1). [α]D = + 23.3 (c 1.0, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 298 K): δ = 8.16 (d, 1H, 3JH,H = 8.1 Hz, H-4Abz), 7.63 (dd, 
1H, 4JH,H = 1.5 Hz, H-1Abz), 7.63 (ddd, 1H, 3JH,H = 7.3 Hz, H-2Abz), 7.30-7.25 (m, 5 H, 
Ph), 7.05 (ddd, 1H, H-3Abz), 5.23-5.24 (m, 9 H, H-2, H-3, H-4), 4.81 (d, 3 H, J1,2 = 1.6 
Hz, H-1), 4.44, 4.33 (2d, 2 H, 2JH,H = 15.0 Hz, CH2Ph), 4.27 (dd, 3 H, J6a,6b = 12.3 Hz, 
J5,6a = 4.8 Hz, H-6a), 4.08 (dd, 3 H, J5,6b = 2.4 Hz, H-6b), 4.01 (m, 3 H, H-5), 4.02, 3.85 
(2 d, 2 H, 2JH,H = 16.6 Hz, HNCH2CO), 3.97, 3.70 (2 d, 6 H, 2JH,H = 9.8 Hz, 3 CH2O), 
3.46, 3.32 (2 m, 4 H, NCH2CH2NHCO), 3.33, 3.21 (2 d, 2 H, 2JH,H = 16.7 Hz, NCH2CO), 
2.69 (m, 4 H, 2 CH2N), 2.12, 2.05, 2.03, 1.95 (4s, 36 H, COCH3). 
 13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 298 K): δ = 172.4 (CO amida), 171.6-171.3 (CO éster), 
160.2 (CO urea), 156.0 (CO carbamato), 133.2-128.4 (Ph), 99.5 (C-1), 81.4 (CMe3), 70.7, 
70.6 (C-2, C-3), 70.2 (C-5), 67.6 (CH2O), 67.1 (C-4), 63.4 (C-6), 59.6 (OCH2)3C, 
NCH2CO), 57.0 (CH2CH2NHUrea), 55.4 (CH2CH2NHAmida), 44.3 (CH2Ph), 43.0 
(NHCH2CO), 39.0 (CH2NHAmida), 38.8 (CH2NHUrea), 20.8-20.6 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 1686.5 ([M + Na]+).  
Análisis elemental. Calculado para C109H151N7O64: C, 53.39; H, 6.12; N, 5.89. 
Encontrado: C, 53.12; H, 6.01; N, 5.67. 
 




Glicodendrón Hexavalente (12). Rend.: 25 mg (71%). Rf  = 0.35 (CH2Cl2-
MeOH 20:1). [α]D =  + 41.4 (c 0.4, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 298 K): δ = 5.27-5.21 (m, 18 H, H-2Man, H-3Man, H-4Man), 
4.88 (d, 6 H, J1,2 = 1.6 Hz, H-1Man), 4.64 (d, 1 H, J1,2 = 2.7 Hz, H-1Glc), 4.30 (dd, 6 H, 
J6a,6b = 12.4 Hz, J5,6a = 4.6 Hz, H-6aMan), 4.05, 3.92 (2 d, 2 H, 2JH,H = 16.6 Hz, 
HNCH2CO), 4.11 (dd, 6 H, J5,6b = 2.0 Hz, H-6bMan), 4.02 (m, 6 H, H-5), 4.04, 3.77 (2 d, 
12 H, 2JH,H = 9.9 Hz, 3 CH2O), 3.68 (dd, 1 H, J6a,6b = 14.1 Hz, J5,6a = 2.4 Hz, H-6aGlc), 
3.57 (t, 1 H, J2,3 = J3,4 = 9.3 Hz, H-3Glc), 3.55 (dd, 1 H, J5,6b = 3.1 Hz, H-6bGlc), 3.40 (ddd, 
1 H, J4,5 = 9.3 Hz, H-5Glc), 3.38 (dd, 1 H, H-2Glc), 3.38 (s, 3 H, OMe), 3.24, 3.14 (2 m, 6 
H, NCH2CH2NHCO, NCH2CO), 3.14 (t, 1 H, H-4Glc), 2.62 (m, 4 H, 2 CH2N), 2.11, 2.05, 
2.00, 1.93 (4 s, cada 18 H, COCH3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 298 K): δ =  174.2 (CO amida), 172.5-171.4 (CO éster), 
160.0 (CO urea), 101.3 (C-1Glc), 99.6 (C-1Man), 74.8 (C-5Glc), 73.5 (C-2Glc), 73.2 (C-4Glc), 
71.6 (C-3Glc), 70.8, 70.6 (C-2Man, C-3Man), 70.2 (C-5Man), 67.6 (CH2O), 67.1 (C-4Man), 63.3 
(C-6Man), 59.6 (OCH2)3C, NCH2CO), 56.8 (CH2N), 55.8 (OMe), 43.1 (NHCH2CO), 41.8 
(C-6Glc), 38.8 (NCH2CH2NHCO), 20.8-20.6 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 2691.9 ([M + Na]+). 
Análisis elemental. Calculado para C109H157N7O69: C, 49.04; H, 5.93; N, 3.67. 
Encontrado: C, 48.87; H, 5.83; N, 3.56. 
 




Glicodendrón Hexavalente (13). Rend.: 33 mg (68%). Rf = 0.23 (MeCN-H2O-
NH4OH 10:2:1). [α]D = + 64.4 (c 1.0, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 298 K): δ = 5.28-5.21 (m, 18 H, H-2Man, H-3Man, H-4Man), 
4.90 (d, 6 H, J1,2 = 1.6 Hz, H-1Man), 4.95-87 (m, 7 H, H-1Glc), 4.31 (dd, 6 H, J6a,6b = 12.4 
Hz, J5,6a = 4.5 Hz, H-6aMan), 4.12 (dd, 6 H, J5,6b = 1.8 Hz, H-6bMan), 4.08, 3.79 (2 m, 14 H, 
H-6Glc), 4.04, 3.78 (2 d, 12 H, 2JH,H = 10.0 Hz, 3 CH2O), 4.02 (m, 8 H, H-5Man, 
HNCH2CO), 3.85-3.79 (m, 7 H, H-3Glc), 3.74-3.71 (m, 7 H, H-5Glc), 3.50 (m, 14 H, H-
2Glc, H-4Glc), 3.26, 3.14 (2 m, 6 H, NCH2CH2NHCO, NCH2CO), 2.63 (m, 4 H, 2 CH2N), 
2.12, 2.06, 2.01, 1.94 (4 s, 72 H, COCH3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 298 K): δ =  174.0 (CO amida), 172.5-171.4 (CO éster), 
160.0 (CO urea), 103.9-103.5 (C-1I-VIIGlc), 99.5 (C-1Man), 85.2 (C-4IGlc), 83.4-83.0 (C-4II-
VII
Glc), 74.8 (C-3I-VIIGlc), 74.3 (C-2I-VIIGlc), 73.7 (C-5II-VIIGlc), 72.0 (C-5IGlc), 70.8, 70.6 (C-
2Man, C-3Man), 70.2 (C-5Man), 67.6 (CH2O), 67.1 (C-4Man), 63.3 (C-6Man), 62.1-61.9 (C-6II-
VII
Glc), 59.6 (OCH2)3C, NCH2CO), 56.7 (CH2N), 43.5 (NHCH2CO), 41.8 (C-6IGlc), 38.9 
(NCH2CH2NHCO), 20.9-20.8 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 1826.7 ([M + 2Na]2+).  
Análisis elemental. Calculado para C144H213N7O98: C, 47.91; H, 5.95; N, 2.72. 
Encontrado: C, 47.80; H, 5.74; N, 2.66.  
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Glicodendrón Hexavalente (14). La desacetilación del conjugado de CD 
hexavalente 13 siguiendo el procedimiento descrito en los Métodos Generales permitió 
aislar 14 con un rendimiento prácticamente cuantitativo. [α]D = + 68.1 (c 0.46, H2O). 
1H RMN (500 MHz, D2O, 298 K): δ = 4.95 (m, 7 H, H-1Glc), 4.70 (d, 6 H, J1,2 = 1.3 Hz, 
H-1Man), 3.84 (m, 14 H, CH2Oa, H-2Man, HNCH2CO), 3.83 (m, 7 H, H-3Glc), 3.81 (m, 7 H, 
H-6aGlc), 3.75 (dd, 6 H, J6a,6b = 11.8 Hz, J5,6a = 1.5 Hz, H-6aMan), 3.71 (m, 7 H, H-5Glc), 
3.66 (dd, 6 H, J3,4 = 8.6 Hz, H-3Man), 3.65 (m, 6 H, CH2Ob), 3.63 (m, 6 H, H-6bMan), 3.59 
(m, 7 H, H-6bGlc), 3.53 (t, 6 H, J4,5 = 8.6 Hz, H-4Man), 3.52 (m, 7 H, H-2Glc), 3.47 (m, 13 
H, H-5Man, H-4Glc), 3.10, 3.05 (2 m, 6 H, NCH2CH2NHCO, NCH2CO), 2.57 (m, 4 H, 2 
CH2N). 
13C RMN (125.7 MHz, D2O, 298 K): δ =  171.9 (CO amida), 159.4 (CO urea), 101.9 (C-
1I-VIIGlc), 100.3 (C-1Man), 82.8 (C-4IGlc), 81.2-81.0 (C-4II-VIIGlc), 73.1-72.7 (C-2I-VIIGlc, C-3I-
VII
Glc), 72.1-71.8 (C-5I-VIIGlc), 70.7 (C-5Man), 70.0 (C-2Man, C-3Man), 66.7 (C-4Man), 66.6 
(CH2O), 60.8 (C-6Man), 60.2 (C-6II-VIIGlc), 58.3 (OCH2)3C, NCH2CO), 54.5 (CH2N), 42.2 
(NHCH2CO), 40.0 (C-6IGlc), 37.3 (NCH2CH2NHCO). 
EM (ESI): m/z 2622.4 ([M + Na]+), 1323.4 ([M + 2 Na]2+). 
Análisis elemental. Calculado para C96H165N7O74: C, 44.32; H, 6.39; N, 3.77. Encontrado: 





Sobre una disolución de bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]glicilglicina (18, 0.1 g, 0.24 
mmol), DIPEA (0.14 mL, 3.5 eq.) y TBTU (74 mg, 0.23 mmol, 0.95 eq.) en DMF (5 mL) 
se adicionó etilendiamina (7.6 μL, 0.115 mmol, 0.95 eq.) y la mezcla de reacción se agitó 
durante 24 h. Se evaporó el disolvente a presión reducida y el residuo se repartió en 
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CH2Cl2-H2O y se extrajo con CH2Cl2 (x2). Finalmente, el producto se purificó por 
cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 9:1) obteniéndose el producto deseado 15. 
Rend.: 59 mg (62%). Rf = 0.4 (CH2Cl2-MeOH 9:1). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 3.90 (s, 4 H, NHCH2CO), 3.35 (s, 4 H, 
CH2,EDA), 3.25 (s, 4 H, NCH2CO), 3.16 (t, 8 H, 3JH,H = 6.2 Hz, CH2NHBoc), 2.65 (t, 8 H, 
CH2N), 1.44 (s, 36 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 298 K): δ = 174.8, 171.9 (2 CO amida), 158.5 (CO 
carbamato), 80.2 (CMe3), 59.9 (NCH2CO), 56.3 (CH2N), 43.3 (NHCH2CO), 40.2 
(CH2,EDA), 39.8 (CH2NHBoc), 28.5 (CMe3).  
EM (ESI): m/z 883.5 ([M + Na]+), 859.5 ([M - H]-), 895.4 ([M + Cl]-). 
Análisis elemental. Calculado para C38H72N10O12: C, 53.01; H, 8.43; N, 16.27. 





(16). Sobre una disolución de bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]glicilglicina (9, 0.1 g, 
0.24 mmol), DIPEA (0.14 mL, 3.5 eq.) y TBTU (74 mg, 0.23 mmol, 0.95 eq.) en DMF (5 
mL) se adicionó tris(2-aminoetil)amina (11.3 μL, 77 μmol, 0.95 eq.) y la mezcla de 
reacción se agitó durante 24 h. Se evaporó el disolvente a presión reducida y el residuo se 
repartió en CH2Cl2-H2O y se extrajo con CH2Cl2 (x2). Finalmente, el producto se purificó 
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por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 9:1) obteniéndose el producto deseado 16. 
Rend.: 50 mg (46%). Rf = 0.4 (CH2Cl2-MeOH 9:1). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 8.00 (sa, 3 H, CH2NHCO), 7.69 (sa, 3 H, 
NHCH2-2), 5.80 (sa, 6 H, NHBoc), 3.97 (d, 6 H, 3JH,H = 5.2 Hz, NHCH2CO), 3.21 (sa, 24 
H, CH2-2, NCH2CO, CH2NHBoc), 2.66 (sa, 18 H, CH2N, CH2-1), 1.44 (s, 54 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 172.7, 170.2 (2 CO amida), 156.8 (CO 
carbamato), 79.4 (CMe3), 59.2 (NCH2CO), 55.7, 54.7 (CH2-1, CH2N), 43.1 (NHCH2CO), 
39.9 (CH2-2, CH2NHBoc), 28.7 (CMe3).  
EM (ESI): m/z 1368.7 ([M + Na]+). 
Análisis elemental. Calculado para C60H114N16O18: C, 53.47; H, 8.53; N, 16.63. 





R = Me, 17




Bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]glicilglicina metil éster (17). A una 
disolución de bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]glicina (2) (0.29 g, 0.8 mmol), Et3N 
(0.34 mL, 2.4 mmol, 3 eq.) y TBTU (245 mg, 0.76 mmol, 0.95 eq.) en DMF (5 mL) se 
adicionó hidrocloruro de glicina metil éster (101 mg, 0.8 mmol, 1 eq.) y la mezcla de 
reacción se agitó durante 24 h. Se evaporó el disolvente a presión reducida y el residuo se 
repartió en CH2Cl2-H2O y se extrajo con CH2Cl2 (x2). Finalmente, el producto se purificó 
por cromatografía en columna (AcOEt-éter de petróleo 1:1) obteniéndose el metil éster 
17. Rend.: 0.34 g (99%). Rf = 0.36 (AcOEt-éter de petróleo 1:1). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 7.70 (sa, 1 H, NHCO), 5.49 (sa, 2 H, NHBoc), 
4.09 (d, 2 H, 3JH,H = 6.3 Hz, NHCH2CO), 3.75 (s, 3 H, COOCH3), 3.21 (ca, 4 H, 3JH,H = 
5.2 Hz, CH2NHBoc), 3.15 (s, 2 H, NCH2CO), 2.63 (t, 4 H, CH2N), 1.43 (s, 18 H, CMe3). 
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13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 171.7, 171.4 (CO éster + amida), 156.7 (CO 
carbamato), 79.4 (CMe3), 58.8 (COOCH3), 55.4 (CH2N), 52.5 (NCH2CO), 40.5 
(NHCH2CO), 38.7 (CH2NHBoc), 28.5 (CMe3).  
EM (ESI): m/z 433.3 ([M + H]+), 455.2 ([M + Na]+), 471.2 ([M + K]+). 
Análisis elemental. Calculado para C19H36N4O7: C, 52.76; H, 8.39; N, 12.95. Encontrado: 
C, 52.50; H, 8.64; N, 12.80. 
 
Bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]glicilglicina (18). Una disolución del metil 
éster 17 (0.2 g, 0.47 mmol) se trató con NaOH (21 mg, 0.47 mmol, 1.1 eq.) en THF-H2O 
(1:2, 6 mL) durante 5 h, se neutralizó con resina de intercambio iónico Amberlite IR-
120(H+), se filtró y se evaporó el disolvente obteniéndose 18. Rend.: 0.2 g (99%). Rf = 
0.49 (MeCN-H2O-NH4OH 10:1:1). 
1H RMN (300 MHz, CDCl3, 323 K): δ = 9.17 (sa, 1 H, COOH), 7.81 (ta, 1 H, 3JH,H = 5.2 
Hz, NHCH2CO), 5.65 (sa, 2 H, NHBoc), 4.06 (d, 2 H, NHCH2CO), 3.24 (s, 2 H, 
CH2COOH), 3.21 (t, 4 H, 3JH,H = 5.1 Hz, CH2N), 2.67 (sa, 4 H, CH2NHBoc), 1.43 (s, 9 H, 
CMe3). 
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 171.2 (CO ácido, CO amida), 156.8 (CO 
carbamato), 79.7 (CMe3), 59.2 (CH2COOH), 55.5 (CH2N), 40.7 (NHCH2CO) 38.7 
(CH2NHBoc), 28.5 (CMe3).  
EM (ESI): m/z 419.2 ([M + H]+).  
Análisis elemental. Calculado para C18H34N4O7: C, 51.66; H, 8.19; N, 13.39. Encontrado: 










Heptaquis[6-(2-terc-butoxicarbonilamino)etiltio]ciclomaltoheptaosa (19). A 
una suspensión de heptaquis(6-desoxi-6-bromo)ciclomaltoheptaosa (117, 2.52 g, 1.59 
mmol) y Cs2CO3 (5.13 g, 15.6 mmol, 1.4 eq.) en DMF seca (30 mL) y bajo atmósfera de 
Ar, se le añadió carbamato de N-terc-butil-2-mercaptoetilamina (2.7 mL, 15.9 mmol, 1.4 
eq.). La mezcla de reacción se calentó, bajo atmósfera de N2, a 60 ºC durante 48 h. 
Posteriormente, se dejó alcanzar la t.a., se vertió la mezcla sobre H2O/hielo (200 mL) y se 
dejó agitando durante 16 h. El sólido resultante se filtró y se lavó con abundante H2O fría. 
Rend.: 3.56 g (99%). Rf = 0.60 (CH2Cl2-MeOH-H2O 40:10:1). [α]D = + 79.7 (c 0.8, 
MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 323 K): δ = 4.95 (d, 7 H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1), 4.00 (m, 7 H, 
H-5), 3.80 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.0 Hz, H-3), 3.48 (dd, 7 H, H-2), 3.26 (t, 21 H, 3JH,H = 7.5 
Hz, H-4, CH2CH2SCist), 3.20 (m, 7 H, H-6a), 2.91 (m, 7 H, H-6b), 2.77 (m, 14 H, 
CH2SCist), 1.45 (sa, 63 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 323 K): δ = 104.1 (C-1), 86.5 (C-4), 80.3 (Cq), 74.6 (C-3), 
74.4 (C-2), 73.3 (C-5), 41.8 (CH2CH2SCist), 34.9 (CH2SCist), 34.5 (C-6), 29.1 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 1147.4 [M + 2 Na]2+, 2271.8 [M + Na]+.  
Análisis elemental. Calculado para C91H161N7O42S7: C, 48.58; H, 7.21; N, 4.36. 
Encontrado: C, 48.44; H, 6.80; N, 4.27. 
 
Heptaquis[2,3-di-O-acetil-6-(2-terc-butoxicarbonilamino)etiltio]-
ciclomaltoheptaosa (20). El compuesto 20 se obtuvo por acetilación convencional de 19 
(0.56 g, 0.25 mmol), empleando el procedimiento descrito en los métodos generales, 
seguido de cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 40:1 → 20:1). Rend.: 0.58 g 
(81%). Rf = 0.80 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 18.9 (c 1.0, CH2Cl2).  
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1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 5.39 (sa, 7 H, NHBoc), 5.28 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 
9.4 Hz, H-3), 5.15 (d, 7 H, J1,2 = 3.9 Hz, H-1), 4.84 (dd, 7 H, H-2), 4.20 (m, 7 H, H-5), 
3.82 (t, 7 H, J4,5 = 9.4 Hz, H-4), 3.63 (ca, 14 H, 3JH,H = 6.5 Hz, CH2NHBoc), 3.16 (dd, 7 
H, J5,6a = 2.1 Hz, J6a,6b = 11.6 Hz, H-6a), 3.06 (dd, 7 H, J5,6b = 6.0 Hz, H-6b), 2.82 (m, 14 
H, CH2SCist), 2.06, 2.02 (2 s, cada 21 H, COCH3), 1.42 (s, 63 H, CMe3).  
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 171.1, 169.8 (2 CO éster), 156.4 (CO 
carbamato), 97.1 (C-1), 79.7 (C-4), 79.4 (Cq), 71.7 (C-3), 71.3 (C-2), 70.9 (C-5), 40.6 
(CH2NHBoc), 34.1 (CH2SCist, C-6), 28.9 (CMe3), 21.2 (COCH3).  
EM (ESI): m/z 1442.0 [M + 2 Na]2+, 2860.5 [M + Na]+.  
Análisis elemental. Calculado para C119H189N7O56S7: C, 50.63; H, 6.71; N, 3.45. 
Encontrado: C, 50.21; H, 6.46; N, 3.35. 
De forma alternativa, el compuesto 20 se sintetizó acetilando de la forma 
convencional la heptaquis(6-bromo-6-desoxi)ciclomaltoheptaosa157 (117, 294 mg, 0.1 
mmol) y haciéndola reaccionar en DMF seca (3 mL) con Cs2CO3 (326 mg, 1.0 mmol, 10 




ciclomaltoheptaosa (21). Se hidrolizaron los grupos carbamato del compuesto 20 (560 
mg, 0.2 mmol) de la forma habitual, obteniéndose con rendimiento cuantitativo el 
heptatrifluoroacetato 21 (580 mg). [α]D = + 51.7 (c 1.0, H2O).  
1H RMN (500 MHz, D2O, 313 K): δ = 5.41 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 10.0 Hz, H-3), 5.39 (d, 7 
H, J1,2 = 4.0 Hz, H-1), 5.03 (dd, 7 H, H-2), 4.12 (m, 14 H, H-4, H-5), 3.63 (t, 14 H, 3JH,H = 
7.0 Hz, CH2NH2), 3.30 (dd, 7 H, J5,6a = 5.5 Hz, J6a,6b = 13.5 Hz, H-6a), 3.06 (m, 21 H, H-
6b, CH2SCist), 2.23 (s, 42 H, COCH3).  
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 172.0, 171.9 (2 CO), 97.9 (C-1), 79.9 (C-4), 
73.8 (C-3), 72.2 (C-2), 71.9 (C-5), 40.6 (CH2NH2), 34.8 (C-6), 31.8 (CH2SCist), 21.2, 20.9 
(COCH3). 
EM (ESI): m/z 1069.2 [M + 2 H]2+, 2136.4 [M + H]+;  
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Análisis elemental. Calculado para C98H140F21N7O56S7·2H2O: C, 39.61; H, 4.88; N, 3.30; 





ciclomaltoheptaosa (22). A una disolución de 21 (58 mg, 20 μmol) en CH2Cl2 seco (1.5 
mL) se le añadió, gota a gota, una disolución de 2-(terc-butoxicarbonilamino)etil 
isotiocianato (114, 34 mg, 0.17 mmol, 1.2 eq.) en CH2Cl2 seco (1.5 mL). La mezcla de 
reacción se agitó a t.a. durante 24 h, se secó (Na2SO4), se concentró y se purificó por 
cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 50:1 → 20:1). Rend.: 50 mg (70%). Rf = 0.37 
(CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 69.0 (c 0.4, CHCl3). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 7.20, 7.01 (2 sa, 14 H, NHCS), 5.44 (sa, 7 H, 
NH carbamato), 5.24 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 8.8 Hz, H-3), 5.10 (d, 7 H, J1,2 = 3.6 Hz, H-1), 
4.78 (dd, 7 H, H-2), 4.17 (m, 7 H, H-5), 3.75 (t, 7 H, J4,5 = 8.5 Hz, H-4), 3.74, 3.58 (2 sa, 
28 H, CH2NHCS), 3.29 (m, 14 H, 3JH,H = 5.6 Hz, CH2NHBoc), 3.21 (da, 7 H, J6a,6b = 13.0 
Hz, H-6a), 3.03 (dd, 7 H, J5,6b = 7.6 Hz, H-6b), 2.94, 2.82 (2m, 14 H, CH2SCist), 2.05, 2.00 
(2 s, cada 21 H, COCH3), 1.42 (s, 63 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.6 (CS), 171.0, 169.6 (2 CO éster), 157.2 
(CO carbamato), 97.2 (C-1), 80.2 (C-4), 79.7 (CMe3), 72.0 (C-3), 71.3 (C-2), 70.9 (C-5), 
45.4, 45.0 (CH2NHCS), 40.5 (CH2NHBoc), 34.1 (CH2SCist), 33.3 (C-6), 28.9 (CMe3), 21.0 
(COCH3). 
EM  (ESI): m/z 1818.8 [M + 2 K]2+, 1806.8 [M + Na + K]2+, 1798.8 [M + 2 Na]2+. 
Análisis elemental. Calculado para C140H231N21O56S14: C, 47.32; H, 6.55; N, 8.28; S, 
12.63. Encontrado: C, 47.41; H, 6.62; N, 8.15; S, 12.48. 
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Heptaquis[6-(2-(N´-(2-terc-butoxicarbonilaminoetil)tioureido)etiltio)]-
ciclomaltoheptaosa (23). El compuesto 23 se obtuvo por desacetilación convencional de 
22 (50 mg, 14 μmol). Rend.: 42 mg (99%). Rf = 0.59 (MeCN-H2O-NH4OH 10:2:1). [α]D = 
+ 34.9 (c 0.24, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 323 K): δ = 4.99 (d, 7 H, J1,2 = 3.4 Hz, H-1), 4.05 (m, 7 H, 
H-5), 3.81 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.3 Hz, H-3), 3.73, 3.58 (2 sa, 28 H, CH2NHCS), 3.50 (m, 
14 H, H-2, H-4), 3.26 (m, 21 H, H-6a, CH2NHBoc), 2.98 (m, 7 H, H-6b), 2.92 (m, 14 H, 
CH2SCist), 1.46 (sa, 63 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 323 K): δ = 183.7 (CS), 158.6 (CO), 104.1 (C-1), 86.4 
(C-4), 80.6 (Cq), 74.5 (C-3), 74.4 (C-2), 73.5 (C-5), 45.3, 45.2 (CH2NHCS), 41.2 
(CH2NHBoc), 35.0 (CH2SCist), 33.8 (C-6), 29.1 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 1501.8 [M + H + K]2+. 
Análisis elemental. Calculado para C112H203N21O42S14: C, 45.37; H, 6.90; N, 9.92. 
Encontrado: C, 45.11; H, 6.69; N, 9.80. 
 
Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N´-(2-aminoetil)tioureido)etiltio)]-
ciclomaltoheptaosa (24). Se hidrolizaron los grupos carbamato de 23 (42 mg, 17 μmol) 
mediante tratamiento con TFA-CH2Cl2, según se describe en los métodos generales, 
obteniéndose el compuesto 24. Rend.: 32 mg (99%). [α]D = + 46.5 (c 0.5, H2O). 
1H RMN (500 MHz, D2O, 333 K): δ = 5.42 (d, 7 H, J1,2 = 3.1 Hz, H-1), 4.25 (ta, 7 H, J4,5 
= 9.1 Hz, H-5), 4.20 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.1 Hz, H-3), 4.14 (t, 14 H, 3JH,H = 6.0 Hz, 
CH2CH2NH2), 3.99 (sa, 14 H, CH2NHCS), 3.96 (dd, 7 H, H-2), 3.87 (t, 7 H, H-4), 3.55 (t, 
14 H, 3JH,H = 6.0 Hz, CH2NH2), 3.52 (da, 7 H, J6a,6b = 13.8 Hz, H-6a), 3.28 (dd, 7 H, J5,6b 
= 7.8 Hz, H-6b), 3.21 (t, 14 H, 3JH,H = 6.9 Hz, CH2SCist). 
13C RMN (125.7 MHz, D2O, 333 K): δ = 182.8 (CS), 101.6 (C-1), 84.1 (C-4), 73.6 (C-3), 
72.5 (C-2), 72.0 (C-5), 44.3, 41.6 (CH2NHCS), 39.8 (CH2NH2), 34.1 (C-6), 32.4 
(CH2SCist). 
EM (ESI): m/z 1132.8 [M + 2 H]2+. 
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Análisis elemental. Calculado para C77H154Cl7N21O28S14: C, 36.71; H, 6.16; N, 11.68; S, 
17.82. Encontrado: C, 36.48, H, 5.95; N, 11.44, S, 17.49. 
 
Heptaquis[2,3-di-O-acetil-6-(2-(N´-(4-terc-butoxicarbonilaminobutil)-
tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (25). A una disolución de 21 (64 mg, 22 μmol) y 
Et3N (54 μL, 0.39 mmol, 2.5 eq.) en CH2Cl2 (2.5 mL), se le añadió una disolución de 4-
terc-butoxicarbonilaminobutil isotiocianato (43 mg, 18 μmol, 1.2 eq.) en CH2Cl2 (2.5 
mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 24 h. El disolvente se eliminó bajo 
presión reducida y el residuo se purificó mediante cromatográfica en columna (CH2Cl2-
MeOH 20:1). Rend.: 64 mg (78%). Rf = 0.30 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 48.4 (c 1.0,  
CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 6.93 (sa, 14 H, NHCS), 5.27 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 
9.0 Hz, H-3), 5.13 (sa, 7 H, J1,2 = 3.3 Hz, H-1), 4.95 (sa, 14 H, NHBoc), 4.80 (dd, 7 H, H-
2), 4.19 (m, 7 H, H-5), 3.77 (m, 21 H, H-4, CH2CH2SCist), 3.49 (sa, 14 H, CH2NHCS), 
3.24 (da, 7 H, J6a,6b = 13.5 Hz, H-6a), 3.12 (ta, 14 H, 3JH,H = 7.0 Hz, CH2NHBoc), 3.05 
(dd, 7 H, J5,6b = 6.5 Hz, H-6b), 2.95 (m, 7 H, CH2SCista), 2.84 (m, 7 H, CH2SCistb), 2.08, 
2.04 (2 s, 42 H, COCH3), 1.61 (m, 14 H, CH2CH2NHCS), 1.54 (m, 14 H, 
CH2CH2NHBoc), 1.44 (s, 63 H, CMe3). 
13C RMN (125.5 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.4 (CS), 170.9, 169.5 (2 CO éster), 156.6 
(CO carbamato), 97.0 (C-1), 79.5 (CMe3, C-4), 71.8 (C-5), 71.1 (C-3), 70.8 (C-2), 44.3 
(CH2NHCS), 44.0 (CH2CH2SCist), 40.4 (CH2NHBoc), 33.9 (C-6), 33.2 (CH2SCist), 28.7 
(CMe3), 27.8 (CH2CH2NHBoc), 26.6 (CH2CH2NHCS), 20.9 (2 COCH3). 
EM (ESI): m/z 1897.5 [M + 2 Na]2+. 
Análisis elemental. Calculado para C154H259N21O56S14: C, 49.33; H, 6.96; N, 7.84; 11.97. 
Encontrado: C, 48.98; H, 6.71; N, 7.60; S, 11.62. 
 
Heptaquis[6-(2-(N´-(4-terc-butoxicarbonilaminobutil)tioureido)etiltio)]-
ciclomaltoheptaosa (26). El compuesto 26 se obtuvo por desacetilación convencional de 
25 (45 mg, 12 μmol), siguiendo el procedimiento descrito en los métodos generales. 
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Rend.: 37 mg (98%). Rf = 0.6 (MeCN-H2O-NH4OH 10:2:1). [α]D = + 44.4 (c 0.94, 
MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 5.00 (d, 7 H, J1,2 = 3.0 Hz, H-1), 4.05 (m, 7 H, 
H-5), 3.83 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.0 Hz, H-3), 3.75 (sa, 14 H, SCH2CH2NHCS), 3.56 (t, 7 
H, H-4), 3.52 (dd, 7 H, H-2), 3.48 (sa, 14 H, CH2NHCS), 3.26 (da, 7 H, J6a,6b = 13.5 Hz, 
H-6a), 3.10 (t, 14 H, 3JH,H = 6.7 Hz, CH2NHBoc), 3.01 (dd, 7 H, J5,6b = 6.0 Hz, H-6b), 
2.93 (m, 14 H, CH2SCist), 1.61 (m, 14 H, CH2CH2NHCS), 1.54 (m, 14 H, 
CH2CH2NHBoc), 1.45 (s, 63 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 183.3 (CS), 158.4 (CO), 104.0 (C-1), 86.1 
(C-4), 80.0 (CMe3), 74.6 (C-3), 74.4 (C-2), 73.4 (C-5), 45.0 (2 CH2NHCS), 41.3 
(CH2NHBoc), 34.8 (C-6), 34.0 (CH2SCist), 29.1 (CMe3), 28.6 (CH2CH2NHBoc), 27.7 
(CH2CH2NHCS). 
EM (ESI): m/z 3159.1 [M + H]+, 1091.1 [M + 3 K]3+. 
Análisis elemental. Calculado para C126H231N21O42S14: C, 47.87; H, 7.37; N, 9.30; S, 
14.20. Encontrado: C, 47.62; H, 7.09; N, 8.99; S, 13.84. 
 
Heptaquis[2,3-di-O-acetil-6-(2-(N´-(6-terc-butoxicarbonilaminohexil)-
tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (27). A una disolución de 21 (64 mg, 22 μmol) y 
Et3N (54 μL, 0.39 mmol, 2.5 eq.) en CH2Cl2 (2.5 mL), se añadió una disolución de 6-terc-
butoxicarbonilaminohexil isotiocianato (48 mg, 0.18 mmol, 1.2 eq.) en CH2Cl2 (2.5 mL). 
La mezcla de reacción se agitó durante 24 h, se eliminó el disolvente a presión reducida y 
el residuo se purificó por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 20:1). Rend.: 61 mg 
(70%). Rf = 0.48 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 55.5 (c 1.0, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 6.84 (sa, 14 H, NHCS), 5.27 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 
9.7 Hz, H-3), 5.13 (da, 7 H, J1,2 = 3.7 Hz, H-1), 4.80 (dd, 7 H, H-2), 4.78 (sa, 14 H, 
NHBoc), 4.20 (m, 7 H, H-5), 3.79 (m, 21 H, H-4, CH2CH2SCist), 3.46 (m, 14 H, 
CH2NHCS), 3.23 (da, 7 H, J6a,6b = 12.5 Hz, H-6a), 3.09 (t, 14 H, 3JH,H = 7.0 Hz, 
CH2NHBoc), 3.05 (m, 7 H, H-6b), 2.96 (m, 7 H, CH2Scista), 2.85 (m, 7 H, CH2Scistb), 
2.08, 2.04 (2 s, 42 H, COCH3), 1.59 (m, 14 H, CH2CH2NHCS), 1.49 (m, 14 H, 
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CH2CH2NHBoc), 1.44 (s, 63 H, CMe3), 1.36 (m, 28 H, CH2CH2CH2NHCS, 
CH2CH2CH2NHBoc). 
13C RMN (125.5 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.1 (CS), 170.9, 169.5 (2 CO éster), 156.5 
(CO carbamato), 97.0 (C-1), 79.4 (CMe3, C-4), 71.8 (C-5), 71.1 (C-3), 70.8 (C-2), 44.6 
(CH2NHCS), 44.0 (CH2CH2SCist), 40.7 (CH2NHBoc), 33.9 (C-6), 33.2 (CH2SCist), 30.2 
(CH2CH2NHBoc), 29.2 (CH2CH2NHCS), 28.7 (CMe3), 26.7, 26.6 (CH2CH2CH2NHCS, 
CH2CH2CH2NHBoc), 20.9 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 1995.6 [M + 2 Na]2+. 
Análisis elemental. Calculado para C168H287N21O56S14: C, 51.13; H, 7.33; N, 7.45. 
Encontrado: C, 50.79; H, 6.98; N, 7.20. 
 
Heptaquis[6-(2-(N´-(6-terc-butoxicarbonilaminohexil)tioureido)etiltio)]-
ciclomaltoheptaosa (28). El compuesto 28 se obtuvo por desacetilación convencional de 
27 (50 mg, 12.7 μmol), siguiendo el procedimiento descrito en los métodos generales. Rend.: 
41.5 mg (98%). Rf = 0.55 (MeCN-H2O-NH4OH 10:2:1). [α]D = + 48.1 (c 0.3, MeOH). 
1H RMN (300 MHz, MeOD, 323 K): δ = 4.99 (d, 7 H, J1,2 = 3.0 Hz, H-1), 4.04 (m, 7 H, 
H-5), 3.83 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.3 Hz, H-3), 3.74 (ta, 14 H, 3JH,H = 6.3 Hz, 
SCH2CH2NHCS), 3.5 (m, 28 H, CH2NHCS, H-2, H-4), 3.25 (dd, 7 H, J6a,6b = 13.8 Hz, H-
6a), 3.06 (t, 14 H, 3JH,H = 6.7 Hz, CH2NHBoc), 2.98 (m, 21 H, H-6b, CH2SCist), 1.47 (m, 
119 H, CMe3 ). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 323 K): δ = 183.3 (CS), 158.4 (CO), 104.1 (C-1), 86.3 
(C-4), 80.0 (CMe3), 74.6 (C-3), 74.4 (C-2), 73.5 (C-5), 45.3, 45.0 (CH2NHCS), 41.6 
(CH2NHBoc), 34.8 (C-6), 34.1 (CH2SCist), 31.1 (CH2CH2NHBoc), 30.3 (CH2CH2NHCS), 
29.1 (CMe3), 27.7 (CH2CH2CH2NHBoc, CH2CH2CH2NHCS). 
 EM (ESI): m/z 1706.2 [M + Na + K]2+, 1155.9 [M + 3 K]3+. 
Análisis elemental. Calculado para C140H259N21O42S14: C, 50.08; H, 7.78; N, 8.76. 
Encontrado: C, 49.94; H, 7.50; N, 8.61. 
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Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N’-(6-aminohexil)tioureido)etiltio)]-
ciclomaltoheptaosa (29). Se hidrolizaron los grupos carbamato del compuesto 29 (40 
mg, 11.9 μmol), siguiendo el procedimiento descrito en los métodos generales, obteniéndose el 
compuesto 29. Rend.: 34.7 mg (99%). [α]D = + 20.9 (c 0.5, H2O). 
1H RMN 500 MHz, D2O, 333 K): δ = 5.41 (d, 7 H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1), 4.33 (m, 7 H, H-5), 
4.17 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 8.6 Hz, H-3), 4.02 (m, 21 H, SCH2CH2NHCS, H-2), 3.87 (t, 7 H, 
H-4), 3.73 (m, 14 H, CH2NHCS), 3.60 (dd, 7 H, J6a,6b = 13.5 Hz, H-6a), 3.33 (t, 14 H, 
3JH,H = 7.6 Hz, CH2NH2), 3.27 (m, 7 H, H-6b), 3.25 (t, 14 H, 3JH,H = 6.6 Hz, CH2SCist), 
2.00 (m, 14 H, CH2CH2NH2), 1.93 (m, 14 H, CH2CH2NHCS) 1.72 (m, 28 H, 
CH2CH2CH2NH2, CH2CH2CH2NHCS). 
13C RMN (125.7 MHz, D2O, 333 K): δ = 180.2 (CS), 102.3 (C-1), 85.1 (C-4), 73.5 (C-3), 
72.5 (C-2), 72.2 (C-5), 44.4, 44.1 (CH2NHCS), 40.1 (CH2NH2), 34.0 (CH2SCist), 32.6 (C-
6), 28.7, 27.1, 26.1, 25.9 (NHCSCH2CH2CH2CH2CH2NH2). 
EM (ESI): m/z 1329.0 [M + 2 H]2+, 886.1 [M + 3 H]3+, 664.8 [M + 4 H]4+. 
Análisis elemental. Calculado para C105H210Cl7N21O28S14·7H2O: C, 41.51; H, 7.43; N, 
9.68; S, 14.78. Encontrado: C, 41.54; H, 7.39; N, 9.65; S, 14.65. 
 










2-[Bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]amino]etil isotiocianato (30). A una 
disolución de 2-azidoetil-bis[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]amina (129, 235 mg, 0.63 
mmol) en dioxano (5 mL) se añadieron, bajo atmósfera de nitrógeno, TPP seca (184 mg, 
0.7 mmol, 1.1 eq.) y CS2 (0.38 mL, 6.3 mmol, 10 eq.) y la mezcla de reacción se agitó a 
t.a. durante 16 h. Se eliminó el disolvente a presión reducida y el residuo resultante se 
purificó por cromatografía en columna (AcOEt-éter de petróleo 1:2). Rend.: 185 mg 
(76%). Rf = 0.72 (AcOEt-éter de petróleo 1:1).  
246                                                                                                                        Parte experimental 
 
1H RMN (300 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 5.14 (sa, 2 H, NHBoc), 3.47 (t, 2 H, 3JH,H = 5.8 
Hz, CH2NCS), 3.14 (c, 4 H, 3JH,H = 5.8, CH2NHBoc), 2.75 (t, 2 H, CH2CH2NCS), 2.59 (t, 
4 H, CH2CH2NHBoc), 1.43 (s, 9 H, CMe3).  
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 156.2 (CO), 133.0 (NCS), 79.3 (CMe3), 54.4 
(CH2CH2NCS), 43.9 (CH2CH2NHBoc), 43.9 (CH2NCS), 38.6 (CH2NHBoc), 28.4 
(CMe3). 
EM (ESI): m/z 389.1 [M + H]+:  
Análisis elemental. Calculado para C17H32N4O4S: C, 52.55; H, 8.30; N, 14.42. 
Encontrado: C, 52.77; H, 8.27; N, 14.85. 
 
(terc-Butoxicarbonil)-[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]-[2-
(trifenilmetilamino)etil]amina (31). A una disolución de 2-aminoetil-2-
(trifenilmetilamino)etilamina356 (2.2 g, 6.4 mmol) en CH2Cl2 (10 mL) se añadió, gota a 
gota, una disolución de dicarbonato de di-terc-butilo (3.08 g, 14.1 mmol, 1.1 eq.) en 
CH2Cl2 (10 mL). La mezcla de reacción se agitó durante 1 h, se eliminó el disolvente a 
presión reducida y el residuo resultante se purificó por cromatografía en columna 
(AcOEt-éter de petróleo 1:3). Rend.: 3.22 g (93%). Rf = 0.66 (AcOEt-éter de petróleo 
1:3).  
1H RMN (300 MHz, CDCl3, 323 K): δ = 7.45 (d, 6 H, 3JH,H = 7.3 Hz, H-2Ph, H-6Ph), 7.26 
(t, 6 H, 3JH,H = 7.3 Hz, H-3Ph, H-5Ph), 7.17 (t, 3 H, H-4Ph), 4.80 (sa, 1 H, NHBoc), 3.33 (t, 
2 H, 3JH,H = 6.1 Hz, CH2CH2NHTr), 3.31 (t, 2 H, 3JH,H = 6.0 Hz, CH2CH2NHBoc), 3.21 
(c, 2 H, 3JH,H = 6.0 Hz, CH2NHBoc), 2.36 (t, 2 H, 3JH,H = 6.1 Hz, CH2NHTr), 1.43 (sa, 18 
H, CMe3).  
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 156.0 (CO), 146.0 (C-1Ph), 128.6 (C-2Ph, C-
6Ph), 127.8 (C-3Ph, C-5Ph), 126.2 (C-4Ph), 79.9 (CMe3), 70.9 (CPh3), 48.2 (CH2CH2NHTr), 
47.1 (CH2CH2NHBoc), 42.6 (CH2NHTr), 39.7 (CH2NHBoc), 28.4 (CMe3).  
EM (ESI): m/z 546.3 [M + H]+.  
Análisis elemental. Calculado para C33H43N3O4: C, 72.63; H, 7.94; N, 7.70. Encontrado: 
C, 72.54; H, 7.67; N, 7.56. 
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2-[[2-(terc-Butoxicarbonilamino)etil]-(terc-butoxicarbonil)amino]etil]- 
isotiocianato (32). El compuesto 31 (0.35 g, 0.64 mmol) se trató con una disolución de 
TFA al 2% en CH2Cl2 (10 mL) durante 1.5 h. A continuación, se suspendió el crudo en 
H2O-CH2Cl2 (1:1, 10 mL), se añadió CaCO3 (641 mg, 6.4 mmol, 10 eq.) y la mezcla se 
agitó vigorosamente durante unos minutos. Se enfrió la disolución a 0 ºC, se añadió 
CSCl2 (73 μL, 0.96 mmol, 1.5 eq.) y se agitó durante 1 h. Se decantó la fase orgánica, se 
eliminó el disolvente a presión reducida y el residuo resultante se purificó por 
cromatografía en columna (AcOEt-éter de petróleo 1:2). Rend.: 0.14 g (64%). Rf = 0.5 
(AcOEt-éter de petróleo 1:2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 323 K): δ = 4.75 (sa, 1 H, NHBoc), 3.64 (ta, 2 H, CH2NCS), 
3.45 (t, 2 H, 3JH,H = 6.1 Hz, CH2CH2NCS), 3.35 (t, 2 H, 3JH,H = 6.0, CH2CH2NHBoc), 
3.24 (m, 2 H, 3JH,H = 6.0 Hz, CH2NHTr), 1.46, 1.42 (s, 18 H, CMe3). 
13C RMN (125.5 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 156.0 (CO), 128.1 (NCS), 81.0 (CMe3), 47.8 
(CH2CH2NCS, CH2CH2NHBoc), 44.0 (CH2NCS), 39.7 (CH2NHBoc), 28.6 (CMe3).  
EM (ESI): m/z 368.2 [M + Na]+, 384.1 [M + K]+.  
Análisis elemental. Calculado para C15H27N3O4S: C, 52.15; H, 7.88; N, 12.16. 
Encontrado: C, 51.96; H, 7.723, N, 12.01. 
 
N-[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]-N’(2-aminoetil)tiourea (33). Una 
disolución de 2-(terc-butoxicarbonilamino)etil isotiocianato (114, 0.5 g, 2.47 mmol) en 
acetona (10 mL) se añadió sobre una disolución de etilendiamina (0.74 g, 12.35 mmol, 10 
eq.) en H2O (10 mL), gota a gota y con buena agitación. La mezcla de reacción se agitó 
durante 2 h, se eliminó el disolvente a presión reducida y el residuo resultante se purificó 
por cromatografía en columna (MeCN-H2O-NH4OH 30:2:1). Rend.: 0.65 g (82%). Rf = 
0.34 (MeCN-H2O-NH4OH 30:2:1).  
1H RMN (300 MHz, MeOD, 298 K): δ = 3.54 (m, 4 H, CH2NHCS), 3.23 (t, 2 H, 3JH,H = 
6.2 Hz, CH2NH2), 2.81 (t, 2 H, 3JH,H = 6.3 Hz, CH2NHBoc), 1.44 (s, 9 H, CMe3).  
13C RMN (75.5 MHz, MeOD, 313 K): δ = 184.2 (CS), 158.8 (CO), 80.3 (CMe3), 47.3 
(CH2CH2NHBoc), 45.2 (CH2CH2NH2), 41.8 (CH2NH2), 40.9 (CH2NHBoc), 28.8 (CMe3) . 
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EM (ESI): m/z 263.1 [M + H]+.  
Análisis elemental. Calculado para C10H22N4O4S: C, 45.78; H, 8.45; N, 21.35. 













A una mezcla heterogénea de 21 (0.52 g, 0.18 mmol) en CH2Cl2 (10 mL), CaCO3 (438 
mg 4.38 mmol, 3.5 eq.) y H2O (10 mL), se añadió CSCl2 (115 μL, 0.21 mmol, 1.2 eq.). 
La mezcla de reacción se agitó durante 1 h y, posteriormente, se añadió CH2Cl2 (6 mL) y 
se lavó con disolución acuosa saturada de NaHCO3 (6 mL). La fase orgánica se decantó, 
se secó (Na2SO4) y se concentró. El residuo se purificó por cromatografía en columna 
(CH2Cl2-MeOH 20:1). Rend.: 0.39 g (90%). Rf = 0.29 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 
120.3 (c 0.92, CH2Cl2). 
1H RMN (400 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 5.30 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 8.9 Hz, H-3), 5.13 (d, 7 
H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1), 4.85 (dd, 7 H, H-2), 4.19 (m, 7 H, H-5), 3.86 (t, 7 H, J4,5 = 8.9 Hz, 
H-4), 3.82 (t, 14 H, 3JH,H = 6.2 Hz, CH2NCS), 3.22 (dd, 7 H, J6a,6b = 13.5 Hz, J5,6a = 1.6 
Hz, H-6a), 3.04 (m, 21 H, H-6b, CH2SCist), 2.11, 2.07 (2 s, 42 H, COCH3). 
13C RMN (100.6 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 170.6, 169.5 (2 CO éster), 132.1 (NCS), 96.9 
(C-1), 78.9 (C-4), 71.7 (C-3), 70.7 (C-2), 70.4 (C-5), 45.6 (CH2NCS), 34.1 (CH2SCist, C-
6), 20.8 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 2446.9 [M + Na]+, 1235.1 [M + 2 Na]2+. 
Análisis elemental. Calculado para C91H119N7O42S14: C, 44.94; H, 4.93; N, 4.03; S, 18.46. 
Encontrado: C, 45.15; H, 4.76; N, 3.87; S, 18.27. 
 





bencil)tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (35). A una disolución de 21 (52 mg, 17.6 
μmol) y Et3N (34 μL, 0.25 mmol, 2 eq.) en CH2Cl2 seco (1.5 mL) se le añadió, gota a 
gota, una disolución de 4-(terc-butoxicarbonilaminometil)-bencilisotiocianato353 (119, 39 
mg, 0.136 mmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 seco (1.5 mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. 
durante 24 h, se secó (Na2SO4), se concentró y se purificó por cromatografía en columna 
(CH2Cl2-MeOH 20:1). Rend.: 51 mg (71%). Rf = 0.52 (CH2Cl2-MeOH 10:1). [α]D = + 
48.4 (c 0.98, CH2Cl2). 
1H RMN (400 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 7.15, 7.14 (2 s, 28 H, Ar), 6.96 (sa, 14 H, 
NHCS), 5.28 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 8.8 Hz, H-3), 5.25 (sa, 7 H, NHBoc), 5.15 (sa, 7 H, H-
1), 4.80 (dd, 7 H, J1,2 = 3.2 Hz, H-2), 4.52 (sa, 14 H, PhCH2NHCS), 4.19 (m, 21 H, H-5, 
CH2NHBoc), 3.77 (t, 7 H, J4,5 = 8.0 Hz, H-4), 3.69 (sa, 14 H, CH2CH2SCist), 3.25 (da, 7 H, 
J6a,6b = 12.8 Hz, H-6a), 3.02 (m, 7 H, H-6b), 2.90 (m, 7 H, CH2SCista), 2.79 (m, 7 H, 
CH2SCistb), 2.10, 2.07 (2 s, 42 H, COCH3), 1.44 (s, 63 H, CMe3).   
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.2 (CS), 170.7, 169.3 (2 CO éster), 156.2 
(CO carbamato), 138.4, 136.6, 127.9, 127.5 (Ph), 96.8 (C-1), 79.6 (CMe3), 79.4 (C-4), 
71.7 (C-5), 70.8 (C-3), 70.6 (C-2), 48.0 (PhCH2NCS), 44.3 (CH2NHBoc), 43.9 
(CH2CH2SCist), 33.7 (C-6), 33.0 (CH2SCist), 28.4 (CMe3), 20.7 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 2071.1 [M + 2 Na]2+, 1388.1 [M + 3 Na]3+. 
Análisis elemental. Calculado para C182H259N21O56S14: C, 53.50; H, 6.39; N, 7.20; S, 
10.99. Econtrado: C, 53.28; H, 6.12; N, 6.97; S, 10.77. 
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Heptaquis[6-(2-(N’-(4-(terc-butoxicarbonilaminometil)bencil)tioureido)-
etiltio)]ciclomaltoheptaosa (36). El compuesto 36 se obtuvo por desacetilación 
convencional de 35 (55 mg, 13 μmol), siguiendo el procedimiento descrito en los 
métodos generales. Rend.: 45.3 mg (96%). Rf = 0.58 (MeCN-H2O-NH4OH 10:2:1). [α]D = 
+ 37.7 (c 0.8, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 323 K): δ = 7.20 (m, 28 H, Ph), 4.92 (d, 7 H, J1,2 = 3.4 Hz, 
H-1), 4.60 (m, 14 H, PhCH2NHCS), 4.19 (m, 14 H, CH2NHBoc), 4.01 (m, 7 H, H-5), 
3.77 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.3 Hz, H-3), 3.64 (m, 28 H, CH2NHCS), 3.48 (m, 14 H, H-2, H-
4), 3.14 (m, 7 H, H-6a), 2.93 (dd, 7 H, J6a,6b = 14.4 Hz, J5,6b = 7.8 Hz, H-6b), 2.82 (m, 14 
H, CH2SCist), 1.42 (s, 63 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 323 K): δ = 182.3 (CS), 156.9 (CO), 138.7, 137.2, 127.4, 
127.2, 127.1, 127.0 (Ph), 102.6 (C-1), 84.8 (C-4), 79.0 (Cq), 73.2 (C-3), 72.9 (C-2), 72.1 
(C-5), 46.8 (PhCH2NCS), 43.7 (CH2NHBoc), 33.3 (CH2SCist), 32.6 (C-6), 27.7 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 1771.0 [M + 2 Na]2+, 1188.9 [M + 3 Na]3+. 
Análisis elemental. Calculado para C154H231N21O42S14: C, 52.88; H, 6.66; N, 8.41. 
Encontrado: C, 52.53; H, 6.30; N, 8.24. 
 
Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N’-(4-aminometil)bencil)tioureido)-
etiltio)]ciclomaltoheptaosa (37). Se hidrolizaron los grupos carbamato del compuesto 36 
(33 mg, 9.4 μmol) mediante el procedimeinto descrito en los métodos generales, 
obteniéndose el compuesto 37 analíticamente puro. Rend.: 29 mg, (99%). [α]D = + 11.2 (c 
1.0, H2O). 
1H RMN (300 MHz, D2O, 323 K): δ = 7.64, 7.56 (sa, 28 H, Ar), 5.24 (sa, 7 H, H-1), 4.84 
(sa, 14 H, PhCH2NHCS), 4.39 (m, 14 H, CH2NH2), 4.19 (sa, 7 H, H-5), 3.90 (m, 28 H, H-
3, CH2NHCS, H-2), 3.69 (sa, 7 H, H-4), 3.48 (sa, 7 H, H-6a), 3.11 (m, 21 H, H-6b, 
CH2SCist). 
13C RMN (100.6 MHz, D2O, 323 K): δ = 183.5 (CS), 141.6, 134.4, 131.7, 131.6, 130.3, 
130.2 (Ph), 104.5 (C-1), 87.2 (C-4), 78.0 (C-3), 75.5 (C-2), 74.6 (C-5), 49.5 
(PhCH2NCS), 45.8 (CH2NHCS), 45.5 (CH2NH2), 36.1 (C-6), 34.6 (CH2SCist). 
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EM (ESI): m/z 1399.3 [M + 2 H]2+, 932.6 [M + 3 H]3+, 699.7 [M + 4 H]4+ 
Análisis elemental. Calculado para C119H182Cl7N21O28S14: C, 46.83; H, 6.01; N, 9.64; S, 
14.71. Encontrado: C, 46.51; H, 6.12, N, 9.33; S, 14.36. 
 
Heptaquis[2,3-di-O-acetil-6-(2-(N’-(3-(terc-butoxicarbonilaminometil)-
bencil)tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (38). A una disolución de 21 (52 mg, 17.6 
μmol) y Et3N (34 μL, 0.25 mmol, 2 eq.) en CH2Cl2 seco (2.5 mL) se le añadió, gota a 
gota, una disolución de 3-(terc-butoxicarbonilaminometil)bencilisotiocianato353 (118, 39 
mg, 0.136 mmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 seco (2.5 mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. 
durante 24 h, se secó (Na2SO4), se concentró y se purificó por cromatografía en columna 
(CH2Cl2-MeOH 20:1). Rend.: 53 mg (74%). Rf = 0.6 (CH2Cl2-MeOH 10:1). [α]D = + 56.8 
(c 1.03, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ =  7.19 (t, 7 H, 3JH,H = 7.4 Hz, Ar-5), 7.10 (d, 7 H, 
3JH,H = 7.4 Hz, Ar-6), 7.06 (d, 7 H, 3JH,H = 7.4 Hz, Ar-4), 7.02 (s, 7 H, Ar-2), 6.95 (sa, 14 
H, NHCS), 5.25 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 9.4 Hz, H-3), 5.23 (sa, 7 H, NHBoc), 5.11 (d, 7 H, 
J1,2 = 3.8 Hz, H-1), 4.77 (dd, 7 H, H-2), 4.46 (m, 14 H, PhCH2NHCS), 4.16 (m, 21 H, H-
5, CH2NHBoc), 3.75 (t, 7 H, J4,5 = 9.0 Hz, H-4), 3.71 (sa, 14 H, CH2CH2SCist), 3.21 (da, 7 
H, J6a,6b = 13.3 Hz, H-6a), 3.04 (dd, 7 H, J5,6b = 6.3 Hz, H-6b), 2.89 (m, 7 H, CHaScist), 
2.78 (m, 7 H, CHbScist), 2.06, 2.02 (2 s, 42 H, COCH3), 1.39 (s, 63 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.3 (CS), 170.7, 169.3 (2 CO éster), 156.2 
(CO carbamato), 139.5, 138.0, 128.9, 126.6, 126.5, 126.2 (Ph), 96.8 (C-1), 79.8 (CMe3), 
79.3 (C-4), 71.6 (C-5), 70.9 (C-3), 70.6 (C-2), 48.2 (PhCH2NCS), 44.5 (CH2NHBoc), 
43.9 (CH2CH2SCist), 33.6 (C-6), 33.0 (CH2Scist), 28.4 (CMe3) 
EM (ESI): m/z 2062.5 [M + 2 Na]2+.  
Análisis elemental. Calculado para C182H259N21O56S14: C, 53.50; H, 6.39; N, 7.20; S, 
10.99. Encontrado: C, 53.42; H, 6.20; N, 6.98; S, 10.69. 
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Heptaquis[6-(2-(N’-(3-(terc-butoxicarbonilaminometil)bencil)tioureido)-
etiltio)]ciclomaltoheptaosa (39). El compuesto 39 se obtuvo por desacetilación 
convencional de 38 (54 mg, 13 μmol), siguiendo el procedimiento descrito en los 
métodos generales. Rend.: 45.5 mg (99%). Rf = 0.55 (MeCN-H2O-NH4OH 10:2:1). [α]D = 
+ 41.2 (c 0.6, MeOH). 
1H RMN (400 MHz, MeOD, 323 K): δ = 7.23 (t, 7 H, 3JH,H = 7.5 Hz, Ar-5), 7.18 (s, 7 H, 
Ar-2), 7.14 (da, 14 H, Ar-4, Ar-6), 4.93 (d, 7 H, J1,2 = 3.6 Hz, H-1), 4.60 (sa, 14 H, 
PhCH2NHCS), 4.19 (s, 14 H, CH2NHBoc), 4.01 (m, 7 H, H-5), 3.78 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 
9.3 Hz, H-3), 3.67 (m, 28 H, CH2NHCS), 3.48 (m, 14 H, H-2, H-4), 3.17 (da, 7 H, J6a,6b = 
13.3 Hz, H-6a), 2.93 (dd, 7 H, J5,6b = 6.3 Hz, H-6b), 2.84 (m, 14 H, CH2SCist), 1.42 (s, 63 
H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 323 K): δ = 182.3 (CS), 156.9 (CO), 140.3, 139.9, 128.5, 
126.2, 126.0, 125.9 (Ph), 102.3 (C-1), 84.8 (C-4), 79.1 (Cq), 73.2 (C-3), 73.0 (C-2), 72.1 
(C-5), 46.8 (PhCH2NCS), 44.0 (CH2NHBoc), 33.4 (CH2SCist), 32.6 (C-6), 27.7 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 1771.2 [M + 2 Na]2+, 1188.8 [M + 3 Na]3+. 
Análisis elemental. Calculado para C154H231N21O42S14: C, 52.88; H, 6.66; N, 8.41. 
Encontrado: C, 52.70; H, 6.536; N, 8.266. 
 
Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N’-(3-aminometil)bencil)tioureido)-
etiltio)]ciclomaltoheptaosa (40). Se hidrolizaron los grupos carbamato del compuesto 39 
(38 mg, 10.9 μmol) mediante el procedimiento descrito en los métodos generales, 
obteniéndose el compuesto 40. Rend.: 33 mg (99%). [α]D = + 13.1 (c 1.0, H2O). 
1H RMN (500 MHz, D2O, 313 K): δ = 7.67 (t, 7 H, 3JH,H = 7.5 Hz, Ar-5), 7.60 (d, 7 H, 
Ar-5), 7.56 (s, 7 H, Ar-2), 7.55 (d, 7 H, Ar-4), 5.25 (d, 7 H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1), 4.90 (sa, 
14 H, PhCH2NHCS), 4.40 (s, 14 H, CH2NH2), 4.21 (ta, 7 H, J4,5 = 9.0 Hz, H-5), 3.99 (t, 7 
H, J2,3 = J3,4 = 9.0 Hz, H-3), 3.91 (ta, 14 H, CH2NHCS), 3.86 (dd, 7 H, H-2), 3.70 (t, 7 H, 
H-4), 3.49 (da, 7 H, J6a,6b = 13.2 Hz, H-6a), 3.14 (m, 21 H, H-6b, CH2SCist). 
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13C RMN (125.7 MHz, D2O, 313 K): δ = 181.1 (CS), 139.2, 133.3, 129.8, 127.9, 127.7 
(Ph), 102.0 (C-1), 84.8 (C-4), 73.1 (C-3), 72.2 (C-2, C-5), 47.3 (PhCH2NCS), 43.9 
(CH2NHCS), 43.2 (CH2NH2), 33.6 (C-6), 32.2 (CH2SCist). 
EM (ESI): m/z 1398.3 [M + 2 H]2+, 932.6 [M + 3 H]3+, 699.7 [M + 4 H]4+. 
Análisis elemental. Calculado para C119H182Cl7N21O28S14: C, 46.83; H, 6.01; N, 9.64; S, 





(terc-butoxicarbonilamino)etil]tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (41). A una 
disolución de 21 (0.1 g, 34 μmol) y Et3N (83 μL, 0.60 mmol, 2.5 eq.) en CH2Cl2 (2.5 mL) 
se adicionó una disolución de 32 (90 mg, 0.26 mmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 (2.5 mL). La 
mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 24 h. Los disolventes se evaporaron bajo 
presión reducida y el residuo se purificó por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 
20:1). Rend.: 110 mg (71%). Rf = 0.41 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 63.0 (c 0.99, 
CH2Cl2). 
1H RMN (300 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 7.28 (sa, 14 H, NHCS), 5.28 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 
9.0 Hz, H-3), 5.12 (d, 7 H, J1,2 = 3.7 Hz, H-1), 5.11 (sa, 7 H, NHBoc), 4.78 (dd, 7 H, H-
2), 4.17 (m, 7 H, H-5), 3.82 (t, 7 H, J4,5 = 9.0 Hz, H-4), 3.71 (m, 14 H, CH2CH2SCist), 3.62 
(m, 14 H, CSNHCH2CH2NBoc), 3.39 (ta, 14 H, 3JH,H = 5.8 Hz, CSNHCH2CH2NBoc), 
3.33 (m, 14 H, CH2CH2NHBoc), 3.23 (ca, 14 H, 3JH,H = 5.3 Hz, CH2NHBoc), 3.19 (da, 7 
H, J6a,6b = 12.7 Hz, H-6a), 3.07 (dd, 7 H, J5,6b = 4.7 Hz, H-6b), 2.86 (m, 14 H, CH2SCist), 
2.06, 2.02 (2 s, 42 H, COCH3), 1.46, 1.41 (2 s, 126 H, CMe3). 
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.2 (CS), 170.8, 169.5 (2 CO éster), 156.6, 
156.3 (2 CO carbamato), 96.9 (C-1), 80.7, 79.5 (2 CMe3), 79.0 (C-4), 71.6 (C-5), 71.1 
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(C-3), 70.8 (C-2), 47.7 (CH2CH2NHBoc), 47.0 (BocNCH2CH2NHCS), 43.9 
(BocNCH2CH2NHCS), 43.3  (CH2CH2SCist), 39.8 (CH2NHBoc), 33.8 (C-6), 33.0 
(CH2SCist), 28.6 (CMe3), 20.9 (COCH3).  
EM (ESI): m/z 2320.6 [M + 2 K]2+, 1552.8 [M + 3 K]3+. 
Análisis elemental. Calculado para C189H322N28O70S14: C, 49.83; H, 7.12; N, 8.61; S, 9.85. 
Encontrado: C, 49.57; H, 6.79; N, 8.33; S, 9.51. 
 
Heptaquis[6-(2-(N’-[2-(2-(terc-butoxicarbonilamino)etil)-(terc-butoxi-
carbonilamino)etil]tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (42): El compuesto 42 se 
obtuvo por desacetilación convencional de 41 (33 mg, 7 μmol), siguiendo el 
procedimiento descrito en los métodos generales. Rend.: 28 mg (97%). Rf = 0.6 (MeCN-
H2O-NH4OH 10:2:1). [α]D = + 30.0 (c 1.02, MeOH).  
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 5.00 (d, 7 H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1), 4.02 (m, 7 H, 
H-5), 3.83 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.6 Hz, H-3), 3.73 (m, 14 H, CH2CH2SCist), 3.66 (m, 14 H, 
BocNCH2CH2NHCS), 3.57 (t, 7 H, J4,5 = 9.6 Hz, H-4), 3.53 (dd, 7 H, H-2), 3.44 (t, 14 H, 
3JH,H = 6.0 Hz, CSNHCH2CH2NBoc), 3.36 (m, 14 H, CH2CH2NHBoc), 3.23 (m, 21 H, 
CH2NHBoc, H-6a), 3.01 (dd, 7 H, J5,6b = 6.0 Hz, J6a,6b = 14.1 Hz, H-6b), 2.93 (m, 14 H, 
CH2SCist), 1.50, 1.46 (2 s, 126 H, CMe3).  
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 184.1 (CS), 158.2, 157.7 (2 CO), 104.0 (C-1), 
86.1 (C-4), 81.5, 80.2 (2 CMe3), 74.5 (C-3), 74.3 (C-2), 73.6 (C-5), 49.3 
(CH2CH2NHBoc), 47.2 (NBocCH2CH2NHCS), 45.1 (CH2CH2SCist), 43.8 
(NCH2CH2NHCS), 40.1 (CH2NHBoc), 34.8 (C-6), 34.0 (CH2SCist) , 29.0 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 2011.5 [M + Na + K]2+, 1349.4 [M + 2 Na + K]3+. 
Análisis elemental. Calculado para C161H294N28O56S14: C, 48.74; H, 7.47; N, 9.89; S, 
11.32. Encontrado: C, 48.33; H, 7.13; N, 9.56; S, 11.01. 
 





amino)etil)amino)etil)tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (43). A una disolución de 
21 (80 mg, 28 μmol) y Et3N (68 μL, 0.49 mmol, 2.5 eq.) en CH2Cl2 seco (2.5 mL) se le 
añadió, gota a gota, una disolución de 30 (92 mg, 0.24 mmol, 1.2 eq.) en CH2Cl2 seco 
(2.5 mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 24 h, se secó (Na2SO4), se 
concentró y se purificó por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 20:1). Rend.: 105 
mg (76%). Rf = 0.5 (CH2Cl2-MeOH 9:1). [α]D = + 51.0 (c 0.98, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 7.23, 7.14 (2 sa, 14 H, NHCS), 5.26 (t, 7 H, J2,3 
=  J3,4 = 9.0 Hz, H-3), 5.21 (sa, 14 H, NHBoc), 5.10 (d, 7 H, J1,2 = 3.6 Hz, H-1), 4.77 (dd, 
7 H, H-2), 4.17 (m, 7 H, H-5), 3.82 (t, 7 H, J4,5 = 8.7 Hz, H-4), 3.75 (sa, 14 H, 
CH2CH2SCist), 3.52 (sa, 14 H, NCH2CH2NHCS), 3.13 (m, 42 H, H-6a, H-6b, 
CH2NHBoc), 2.87 (m, 14 H, CH2Scist), 2.65 (ta, 14 H, NCH2CH2NHCS), 2.56 (ta, 28 H, 
CH2CH2NHBoc), 2.06, 2.02 (2 s, 42 H, COCH3), 1.43 (s, 126 H, CMe3). 
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 184.8 (CS), 172.9, 171.6 (2 CO éster), 158.8 
(CO carbamato), 99.0 (C-1), 81.6 (CMe3), 81.5 (C-4), 73.0 (C-5, C-3, C-2), 56.7 
(CH2CH2NHBoc), 56.3 (NCH2CH2NHCS), 44.6 (CH2CH2SCist), 41.0 (NCH2CH2NHCS, 
CH2NHBoc), 36.0 (C-6), 35.3 (CH2Scist), 30.6 (CMe3), 23.0, 22.9 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 2463.4 [M + 2 Cl]2-, 2458.8 [M + 2 Na]2+. 
Análisis elemental. Calculado para C203H357N35O70S14: C, 50.20; H, 7.41; N, 10.09; S, 
9.24. Encontrado: C, 50.01; H, 7.22; N, 9.81; S, 8.94. 
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Heptaquis[6-(2-(N’-(2-(N,N-bis-(2-(terc-butoxicarbonilamino)etil)amino)-
etil)tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (44). El compuesto 44 se obtuvo por 
desacetilación convencional de 43 (76 mg, 15.7 μmol), siguiendo el procedimiento 
descrito en los métodos generales. Rend.: 45.5 mg (99%). Rf = 0.50 (MeCN-H2O-NH4OH 
10:1:1). [α]D = + 33.3 (c 0.8, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 4.96 (d, 7 H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1), 4.03 (m, 7 H, 
H-5), 3.79 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 8.8 Hz, H-3), 3.74 (ta, 14 H, CH2CH2SCist), 3.51 (m, 28 H, 
H-2, H-4, NCH2CH2NHCS), 3.24 (m, 7 H, J6a,6b = 14.3 Hz, J5,6a = 1.8 Hz, H-6a), 3.12 (ta, 
14 H, 3JH,H = 6.0 Hz, CH2NHBoc), 2.97 (m, 7 H, J5,6b = 5.9 Hz, H-6b), 2.87 (m, 14 H, 
CH2Scist), 2.69 (ta, 14 H, 3JH,H = 5.6 Hz, NCH2CH2NHCS), 2.59 (ta, 28 H, 
CH2CH2NHBoc), 1.44 (sa, 126 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 183.6 (CS), 158.5 (CO), 104.1 (C-1), 86.2 
(C-4), 80.3 (Cq), 74.5 (C-3), 74.4 (C-2), 73.6 (C-5), 55.7 (CH2CH2NHBoc), 54.8 
(NCH2CH2NHCS), 45.3 (CH2CH2Scist), 43.6 (NCH2CH2NHCS), 40.1  (CH2NHBoc), 34.9 
(C-6), 34.2 (CH2Scist), 29.1 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 2135.1 [M + 2 H]2+, 1441.3 [M + 3 Na]3+ 
Análisis elemental. Calculado para C175H329N35O56S14: C, 49.24; H, 7.77; N, 11.48. 
Encontrado: C, 49.25; H, 7.71; N, 11.37. 
 
Alternativamente, el compuesto 44 se preparó por reacción de 113 (0.1 g, 55 
μmol) y Et3N (0.19 mL, 1.35 mmol, 3.5 eq.) con 30 (0.18 g, 0.47 mmol, 1.2 eq.) en una 
mezcla de H2O-piridina (1:2, 6 mL). La mezcla de reacción se agitó durante 4 h a t.a. Se 
eliminaron los disolventes a presión reducida y el residuo se lavó con tolueno (3 x 10 
mL), se disolvió en CH2Cl2 (20 mL) y se lavó con H2O (2 x 10 mL). La fase orgánica se 
secó (Na2SO4), se filtró y se concentró obteniéndose 47 (0.22 g, 93%). 
Tetradecahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N’-(2-(N,N-bis-(2-aminoetil)amino)-
etil)tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (45). Se hidrolizaron los grupos carbamato del 
compuesto 44 (44 mg, 10.3 μmol) mediante el procedimiento descrito en los métodos 
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generales, obteniéndose el compuesto 45 puro. Rend.: 34.7 mg (99%). [α]D = + 20.3 (c 
1.0, H2O). 
1H RMN (500 MHz, D2O, 333 K): δ = 5.46 (d, 7 H, J1,2 = 3.3 Hz, H-1), 4.30 (m, 7 H, H-
5), 4.26 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.5 Hz, H-3), 4.09 (m, 28 H, NCH2CH2NHCS, CH2CH2SCist),  
4.02 (dd, 7 H, H-2), 3.98 (t, 7 H, H-4), 3.65 (m, 28 H, CH2NH2), 3.52 (m, 35 H, 
CH2CH2NH2, H-6a), 3.40 (m, 21 H, H-6b, CH2SCist), 3.29 (m, 14 H, NCH2CH2NHCS). 
13C RMN (75.5 MHz, D2O, 333 K): δ = 181.9 (CS), 102.2 (C-1), 84.8 (C-4), 73.3 (C-3), 
72.4 (C-2, C-5), 53.4 (NCH2CH2NHCS), 50.9 (NCH2CH2NHCS), 44.2 (CH2CH2SCist), 
39.8 (CH2NH2), 35.2 (CH2CH2NH2), 33.8 (C-6), 32.4 (CH2SCist). 
EM (ESI): m/z 1434.1 [M + 2 H]2+, 956.4 [M + 3 H]3+, 717.2 [M + 4 H]4+. 
Análisis elemental. Calculado para C105H231Cl14N35O28S14: C, 37.34; H, 6.89; N, 14.52. 





tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (46). A una disolución de 34 (0.11 g, 45 μmol) en 
CH2Cl2 (5 mL) se añadió una disolución de bis(2-(terc-butoxicarbonilamino)etil)amina25 
(97, 105 mg, 0.35 mmol, 1.1 eq.) y Et3N (50 μL, 0.35 mmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 (5 mL). 
La mezcla de reacción se agitó durante 2 h, se evaporó el disolvente y el residuo se 
purificó por croamtografía en columna (CH2Cl2-MeOH 50:1 → 20:1). Rend.: 178 mg 
(83%). Rf = 0.37 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 59.0 (c 1.0, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 7.35 (sa, 7 H, NHCS), 5.45 (sa, 14 H, 
NHBoc), 5.30 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 9.4 Hz, H-3), 5.15 (d, 7 H, J1,2 = 3.7 Hz, H-1), 4.82 
(dd, 7 H, H-2), 4.22 (m, 7 H, H-5), 3.90 (m, 21 H, H-4, CH2CH2SCist), 3.36 (m, 28 H, 
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CH2CH2NHBoc), 3.36 (m, 28 H, CH2NHBoc), 3.19 (m, 14 H, H-6), 2.99 (m, 14 H, 
CH2SCist), 2.10, 2.06 (2 s, 42 H, COCH3), 1.47 (s, 126 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 181.8 (CS), 170.6, 169.3 (2 CO éster), 156.6 
(CO carbamato), 96.8 (C-1), 79.7 (CMe3), 78.7 (C-4), 71.3 (C-5), 70.7 (C-3, C-2), 50.8 
(CH2NCS), 45.6 (CH2CH2SCist), 38.6 (CH2NHBoc), 33.6 (C-6), 32.7 (CH2SCist), 28.5 
(CMe3), 20.7 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 2297.5 [M + 2 Na]2+. 
Análisis elemental. Calculado para C189H322N28O70S14: C, 49.83; H, 7.12; N, 8.61; S, 9.85. 
Encontrado: C, 49.61; H, 6.85; N, 8.29; S, 9.50. 
 
Heptaquis[6-(2-(N’,N’-bis-(2-(terc-butoxicarbonilamino)etil)tioureido)-
etiltio)]ciclomaltoheptaosa (47). El compuesto 47 se obtuvo por desacetilación 
convencional de 46 (74 mg, 16 μmol), siguiendo el procedimiento descrito en los 
métodos generales. Rend.: 54 mg (85%). Rf = 0.88 (MeCN-H2O-NH4OH 6:3:1). [α]D = + 
19.4 (c 0.92, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 5.01 (d, 7 H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1), 4.03 (m, 7 H, 
H-5), 3.91 (m, 14 H, CH2CH2SCist), 3.88 (m, 28 H, CH2CH2NHBoc), 3.84 (t, 7 H, J2,3 = 
J3,4 = 9.2 Hz, H-3), 3.79 (m, 28 H, CH2NHBoc), 3.32 (m, 7 H, H-6a), 3.00 (ta, 14 H, 3JH,H 
= 7.0 Hz, CH2SCist), 2.98 (m, 7 H, H-6b), 1.49 (s, 126 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 181.8 (CS), 170.6, 169.3 (2 CO éster), 156.6 
(CO carbamato), 96.8 (C-1), 79.7 (CMe3), 78.7 (C-4), 71.3 (C-5), 70.7 (C-3, C-2), 50.8 
(CH2NCS), 45.6 (CH2CH2SCist), 38.6 (CH2NHBoc), 33.6 (C-6), 32.7 (CH2SCist), 28.5 
(CMe3), 20.7 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 2011.0 [M + Na + K]2+, 1348.8 [M + H + 2 K]3+. 
Análisis elemental. Calculado para C161H294N28O56S14: C, 48.74; H, 7.47; N, 9.89; S, 
11.32. Encontrado: C, 48.48; H, 7.20; N, 9.59; S, 11.12. 
 





etil)tioureido)etil]tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (48). A una disolución de 34 
(60 mg, 25 μmol) en CH2Cl2 (1.5 mL), se añadió una disolución de 22 (54 mg, 0.21 
mmol, 1.2 eq.) y Et3N (29 μL, 0.21 mmol, 1.2 eq.) en CH2Cl2 (1.5 mL). La mezcla de 
reacción se agitó durante 3 h, se evaporó el disolvente y el residuo se purificó por 
cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 20:1). Rend.: 71 mg (67%). Rf = 0.66 
(CH2Cl2-MeOH 9:1). [α]D = + 38.2 (c 1.0, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, DMSO, 333 K): δ = 7.53 (ta, 7 H, CSNHCH2CH2NHCS), 7.45 (ta, 7 
H, CSNHCH2CH2NHCS), 7.42 (ta, 7 H, SCH2CH2NHCS), 7.37 (ta, 28 H, 3JH,H = 5.5 Hz, 
CSNHCH2CH2NHBoc), 6.58 (sa, 7 H, NHBoc), 5.23 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 9.3 Hz, H-3), 
5.12 (m, 7 H, H-1), 4.74 (dd, 7 H, J1,2 = 3.6 Hz, H-2), 4.14 (m, 7 H, H-5), 3.92 (m, 7 H, 
H-4), 3.6 (m, 14 H, SCH2CH2NHCS), 3.54 (m, 28 H, CSNHCH2CH2NHCS), 3.45 (ca, 14 
H, 3JH,H = 5.7 Hz, CSNHCH2CH2NHBoc), 3.09 (m, 28 H, H-6, CH2NHBoc), 2.82 (m, 14 
H, CH2SCist), 2.09, 2.06 (2 s, 42 H, COCH3), 1.40 (s, 63 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, DMSO, 313 K): δ = 183.2 (CS), 170.4, 169.7 (2 CO éster), 156.2 
(CO carbamato), 97.1 (C-1), 79.3 (CMe3), 78.3 (C-4), 71.8 (C-5), 70.9 (C-2, C-3), 44.1 
(SCH2CH2NHCS, CSNHCH2CH2NHBoc), 43.5 (CSNHCH2CH2NHCS), 40.5 
(CH2NHBoc), 33.9 (C-6), 33.1 (SCH2CH2NHCS), 28.8 (CMe3), 20.9 (COCH3). 
EM (ESI): m/z 2153.0 [M + 2 Na]2+. 
Análisis elemental. Calculado para C161H273N35O56S21: C, 45.30; H, 6.45; N, 11.49; S, 
15.78. Encontrado: C, 45.02; H, 6.20; N, 11.22; S, 15.41. 
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Heptaquis[6-(2-(N’-[2-(N’-(2-(terc-butoxicarbonilamino)etil)tioureido)etil]-
tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (49).  El compuesto 49 se obtuvo por 
desacetilación convencional de 48 (50 mg, 11.7 μmol), siguiendo el procedimiento 
descrito en los métodos generales. Rend.: 43 mg (99%). Rf = 0.7 (MeCN-H2O-NH4OH 
6:3:1). [α]D = + 36.7 (c 0.29, DMSO). 
1H RMN (400 MHz, DMSO, 333 K): δ = 7.80-7.40 (m, 28 H, NHCS),  6.54 (sa, 7 H, 
NHBoc), 4.91 (m, 7 H, H-1), 3.87 (m, 7 H, H-5), 3.67 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.2 Hz, H-3), 
3.60 (m, 14 H, SCH2CH2NHCS), 3.51 (m, 28 H, CSNHCH2CH2NHCS), 3.44 (m, 21 H, 
CSNHCH2CH2NHBoc, H-4), 3.40 (dd, 7 H, J1,2 = 2.8, Hz, H-2), 3.17 (sa, 14H, OH), 3.09 
(t, 14 H, 3JH,H = 6.0 Hz, CH2NHBoc), 3.06 (m, 7 H, H-6a), 2.95 (dd, 7 H, J5,6b = 5.8 Hz, 
J6a,6b = 13.2 Hz, H-6b), 2.78 (ta, 14 H, 3JH,H = 5.6 Hz, CH2SCist), 1.40 (s, 63 H, CMe3). 
13C RMN (100.6 MHz, DMSO, 333 K): δ = 183.2 (CS), 156.1 (CO carbamato), 102.7 (C-
1), 84.7 (C-4), 79.0 (CMe3), 73.1 (C-3), 72.9 (C-2), 71.9 (C-5), 44.1 (SCH2CH2NHCS, 
CSNHCH2CH2NHBoc), 43.5 (CSNHCH2CH2NHCS), 40.5 (CH2NHBoc), 33.9 (C-6), 
32.8 (SCH2CH2NHCS), 28.8 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 1862.1 [M + 2 Na]2+, 1249.0 [M + 3 Na]3+. 
Análisis elemental. Calculado para C133H245N35O42S21: C, 43.41; H, 6.71; N, 13.32; S, 




N-(1-Adamantanil)adamantano-1-carboxamida (50). A una disolución de 
cloruro de 1-adamantanocarbonilo (75 mg, 0.38 mmol) en CH2Cl2 (3 mL) se añadió una 
disolución de hidrocloruro de 1-adamantanilamina (71 mg, 0.38 mmol, 1 eq.) y DIPEA 
(0.17 mL, 0.94 mmol, 2.5 eq.) en CH2Cl2 (3 mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. 
durante 2.5 h y, posteriormente, se eliminó el disolvente a presión reducida y se 
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suspendió el residuo en H2O (10 mL). La mezcla se agitó vigorosamente durante 16 h, se 
filtró y el residuo se disolvió en CH2Cl2 (10 mL), se lavó con  H2SO4 2N (5 mL), 
disolución acuosa saturada de NaHCO3 (5 mL), se secó (Na2SO4), se filtró y se concentró. 
Rend.: 104 mg (87%). Rf = 0.77 (AcOEt-éter de petróleo 1:5). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 5.24 (sa, 1 H, NH), 2.09 (sa, 3 H, βH’), 2.05 (sa, 
3 H, βH), 2.00 (da, 6 H, 3JH,H = 3 Hz, αH’), 1.83 (da, 12 H, 3JH,H = 3 Hz, αH), 1.75 (dd, 3 
H, 1JH,H = 12.5 Hz, γHa), 1.70 (m, 9 H, γHb, γH’). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 177.3 (CO), 51.2 (Cq’), 41.7 (αC’), 40.9 (Cq), 
39.4 (αC), 36.6 (γC), 36.4 (γC’), 29.5 (βC’), 28.3 (βC). 
EM (ESI): m/z 336.2 [M + Na]+. 
Análisis elemental. Calculado para C21H31NO: C, 80.46; H, 9.97; N, 4.47. Encontrado: C, 
80.50; H, 9.65; N, 4.39. 
 
N,N’-Bis(1-adamantanocarbonil)etilendiamina (51). A una disolución de 
cloruro de 1-adamantanocarbonilo (100 mg, 0.5 mmol) en CH2Cl2 (4 mL) se añadió una 
disolución de etilendiamina (15.3 μL, 0.24 mmol, 0.95 eq.) y DIPEA (101.5 μL, 0.57 
mmol, 1.25 eq.) en CH2Cl2 (4 mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 2.5 h y, 
posteriormente, se eliminó el disolvente y se suspendió el residuo en H2O (10 mL). La 
mezcla se agitó vigorosamente durante 16 h, se filtró y el residuo se disolvió en CH2Cl2 
(10 mL), se lavó con H2SO4 2N (5 mL), disolución acuosa saturada de NaHCO3 (5 mL), 
se secó (Na2SO4), se filtró y se concentró. Rend.: 88 mg (99%).  
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 6.40 (sa, 2 H, NH), 3.41 (d, 4 H, 3JH,H = 4.5 Hz, 
CH2N), 2.07 (sa, 6 H, βH), 1.86 (da, 3JH,H = 2.6 Hz, 12 H, αH), 1.76 (dda, 6 H, 1JH,H = 15 
Hz, γHa), 1.71 (dda, 6 H, 3JH,H = 5 Hz, γHb). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 179.5 (CO), 40.6 (CqAd), 40.3 (CH2N), 39.2 
(αC), 36.5 (γC), 28.1 (βC). 
EM (ESI): m/z 407.3 [M + Na]+, 419.2 [M + Cl]-. 
Análisis elemental. Calculado para C24H36N2O2: C, 74.96; H, 9.44; N, 7.28. Encontrado: 
C, 74.88; H, 9.34; N, 7.17. 
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N,N’-Bis(1-adamantanocarbonil)-1,3-propilendiamine (52). A una disolución 
de cloruro de 1-adamantanocarbonilo (100 mg, 0.5 mmol) en CH2Cl2 (4 mL) se añadió 
una disolución de 1,3-propilendiamina (19.3 μL, 0.24 mmol, 0.95 eq.) y DIPEA (101.5 
μL, 0.57 mmol, 1.25 eq.) en CH2Cl2 (4 mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 
2.5 h y, posteriormente, se eliminó el disolvente y se suspendió el residuo en H2O (10 
mL). La mezcla se agitó vigorosamente durante 16 h, se filtró y el residuo se disolvió en 
CH2Cl2 (10 mL), se lavó con H2SO4 2N (5 mL), disolución acuosa saturada de NaHCO3 
(5 mL), se secó (Na2SO4), se filtró y se concentró. Rend.: 88 mg (96%). Rf = 0.73 
(AcOEt-éter de petróleo 1:5). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 6.32 (ta, 2 H, 3JH,H = 5.9 Hz, NH), 3.26 (c, 4 H, 
3JH,H = 5.9 Hz, CH2N), 2.07 (sa, 6 H, βH), 1.90 (da, 12 H, 3JH,H = 2.5 Hz, αH), 1.75 (m, 12 
H, γHa, γHb), 1.60 (t, 2 H, 3JH,H = 5.9 Hz, CH2CH2N). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 178.8 (CO), 40.7 (CqAd), 39.3 (αC), 36.6 
(γC), 35.1 (CH2N), 30.1 (CH2CH2N), 28.2 (βC). 
EM (ESI): m/z 399.1 [M + H]+, 421.3 [M + Na]+, 437.2 [M + K]+. 
Análisis elemental. Calculado para C25H38N2O2: C, 75.33; H, 9.61; N, 7.03. Encontrado: 
C, 75.21, H, 9.43; N, 6.89. 
X = Boc, 53














ciclomaltoheptaosa (53). Una mezcla de 19 (0.2 g, 89 μmol), DMAP (0.46 g, 3.73 
mmol, 3 eq.) y anhídrido mirístico (2.18 g, 4.97 mmol, 4.0 eq.)  se disolvió en DMF seca 
(15 ml) a 0 ºC bajo atmósfera de Ar. La suspensión resultante se agitó a t.a. durante 48 h. 
El disolvente se evaporó bajo presión reducida y, el residuo resultante, se dejó 1 h a 
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reflujo con CH2Cl2-MeOH (5:95, 100 mL), se decantó y el residuo se purificó por 
cromatografía en columna (AcOEt-éter de petróleo 1:2). Rend.: 0.32 g (67%). Rf = 0.56 
(AcOEt-éter de petróleo 1:2). [α]D = + 49.2 (c 1.0, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 5.38 (sa, 7 H, NH), 5.26 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 8.9 
Hz, H-3), 5.08 (d, 7 H, J1,2 = 3.8 Hz, H-1), 4.74 (dd, 7 H, H-2), 4.13 (m, 7 H, H-5), 3.76 
(t, 7 H, J4,5 = 8.7 Hz, H-4), 3.30 (da, 14 H, 3JH,H = 6.1 Hz, CH2CH2SCist), 3.10 (d, 7 H, 
J6a,6b = 12.5 Hz, H-6a), 3.01 (da, 7 H, H-6b), 2.72, 2.70 (2 dt, 14 H, 2JH,H = 13.5 Hz, 3JH,H 
= 7.0 Hz, CH2SCist), 2.38-2.11 (m, 28 H, CH2CO), 1.53 (m, 28 H, CH2CH2CO), 1.43 (sa, 
63 H, CMe3), 1.25 (m, 280 H, CH2-Mir), 0.88 (2 t, 42 H, 3JH,H = 7.0 Hz, CH3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 173.3, 171.6 (2 CO éster), 155.9 (CO 
carbamato), 96.6 (C-1), 79.2 (CMe3), 78.7 (C-4), 71.3 (C-5), 70.5 (C-3, C-2), 40.4 
(CH2CH2SCist), 34.2 (CH2CO), 33.9 (C-6, CH2SCist), 32.0 (CH2CH2CH3), 29.8-29.3 (CH2-
Mir), 28.5 (CMe3), 24.8, 24.7 (CH2CH2CO), 22.6 (CH2CH3), 14.0 (CH3). 
EM (ESI): m/z 2619.5 [M + 2 Na]2+. 
Análisis elemental. Calculado para C287H5251N7O56S7: C, 66.36; H, 10.19; N, 1.89. 
Encontrado: C, 66.01; H, 9.62; N, 1.65. 
 
Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-aminoetiltio)-2,3-di-O-miristoil]-
ciclomaltoheptaosa (54). Los grupos carbamato del compuesto 53 (112 mg, 21.6 μmol) 
se hidrolizaron, siguiendo el procedimiento descrito en los métodos generales, para dar 
54. Rend.: 102 mg (99%). [α]D = + 43.3 (c 1.0, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, 9:1 MeOD-CDCl3, 323 K) δ = 5.36 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.0 Hz, H-3), 
5.12 (d, 7 H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1), 4.77 (dd, 7 H, H-2), 4.12 (m, 7 H, H-5), 3.85 (t, 7 H, J4,5 
= 9.0 Hz, H-4), 3.20 (m, 21 H, H-6a, CH2CH2SCist), 3.05 (m, 7 H, H-6b), 2.99, 2.95 (2 dt, 
14 H, 2JH,H = 14.0 Hz, 3JH,H = 7.0 Hz, CH2SCist), 2.45-2.18 (m, 28 H, CH2CO), 1.59 (m, 28 
H, CH2CH2CO), 1.30 (m, 280 H, CH2-Mir), 0.88 (t, 42 H, 3JH,H = 7.0 Hz, CH3). 
13C RMN (125.7 MHz, 9:1 MeOD-CDCl3): δ = 174.3, 173.5 (2 CO), 98.2 (C-1), 80.3 (C-
4), 73.6 (C-5), 71.9 (C-2), 71.4 (C-3), 40.0 (CH2CH2SCist), 35.0 (CH2CO), 34.3 (C-6), 
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33.2 (CH2CH2CH3), 31.7 (CH2SCist), 31.3-30.1 (CH2-Mir), 26.0, 25.9 (2 CH2CH2CO), 23.9 
(CH2CH3), 14.8 (CH3). 
EM (ESI): m/z 4491.6 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C252H476Cl7N7O42S7: C, 63.73; H, 10.10; N, 2.06. 





di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (55). A una disolución de heptaquis[2,3-di-O-
hexanoil-6-(2-isotiocianatoetiltio)]ciclomaltoheptaosa (123, 114 mg, 35 μmol) en CH2Cl2 
(2 mL) se añadió, gota a gota, una disolución de N-terc-butoxicarboniletilendiamina (0.37 
mmol, 59 mg, 1.5 eq.) en CH2Cl2 (1 mL) y la mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 20 
h. Se añadió H2O (10 mL) y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 10 mL). Se separaron las fases y 
la fase orgánica se secó (Na2SO4), se eliminó el disolvente a presión reducida y el residuo 
resultante se purificó por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 20:1). Rend.: 129 
mg (85%). Rf = 0.27 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 78.4 (c 1.05, CH2Cl2).  
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 7.19, 7.00 (2 sa, 14 H, NHCS), 5.46 (sa, 7 H, 
NHBoc), 5.25 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 8.8 Hz, H-3), 5.08 (d, 7 H, J1,2 = 3.7 Hz, H-1), 4.76 (dd, 
7 H, H-2), 4.15 (m, 7 H, H-5), 3.75 (t, 7 H, J4,5 = 8.8 Hz, H-4), 3.72 (m, 14 H, 
CH2CH2SCist), 3.58 (m, 14 H, CH2NHCS), 3.29 (m, 14 H, CH2NHBoc), 3.20 (da, 7 H, 
J6a,6b = 13.4 Hz, H-6a), 3.04 (dd, 7 H, J5,6b = 4.8 Hz, H-6b), 2.93, 2.81 (2 dt, 14 H, 2JH,H = 
13.3 Hz, 3JH,H = 6.6 Hz, CH2SCist), 2.38-2.11 (m, 28 H, CH2CO), 1.56 (m, 28 H, 
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CH2CH2CO), 1.42 (s, 9 H, CMe3), 1.24 (m, 56 H, CH3CH2, CH3CH2CH2), 0.90, 0.87 (2 t, 
cada 21 H, 3JH,H = 7.1 Hz, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.0 (CS), 173.4, 171.6 (2 CO éster), 156.9 
(CO carbamato), 96.7 (C-1), 79.8 (Cq), 79.0 (C-4), 71.5 (C-5), 70.5 (C-3), 70.4 (C-2), 
44.6 (CH2NH), 43.8 (CH2CH2SCist), 40.0 (CH2NHBoc), 34.0 (CH2CO), 33.8 (C-6), 32.9 
(CH2SCist), 31.4, 31.2 (2 CH3CH2CH2), 28.5 (CMe3), 24.4, 24.3 (2 CH2CH2CO), 22.3 
(CH3CH2), 13.8 (CH3).  
EM (ESI): m/z 2191.2 [M + 2 Na]2+.  
Análisis elemental. Calculado para C196H343N21O56S14: C, 54.26; H, 7.97; N, 6.78. 
Encontrado: C, 54.10; H, 7.84; N, 6.67. 
 
Alternativamente, 55 se preparó a partir de heptaquis[6-(2-aminoetiltio)-2,3-di-O-
hexanoil]ciclomaltoheptaosa (122) como sigue: A una disolución de 122 (80 mg, 25 
μmol) y Et3N (26 μL, 192 μmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 (1.5 mL), se añadió una disolución de 
2-(terc-butoxicarbonilamino)etilisotiocianato287 (114, 39 mg, 192 μmol, 1.1 eq.) en 
CH2Cl2 (1.5 mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 16 h, se eliminó el 
disolvente a presión reducida y el residuo resultante se purificó por cromatografía en 
columna (CH2Cl2-MeOH 50:1 → 20:1). Rend.: 98 mg (90%).  
Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N´-(2-aminoetil)tioureido)etiltio)-2,3-
di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (56). Los grupos carbamato del compuesto 55 (104 
mg, 24 μmol) se hidrolizaron mediante el procedimiento descrito en los métodos 
generales, obteniéndose 56. Rend.: 90 mg (96%). [α]D = + 80.7 (c 1.0, DMSO).  
1H RMN (500 MHz, DMSO-d6, 333 K): δ = 8.08 (sa, 14 H,  NH2), 7.92, 7.72 (2 sa, 14 H, 
NHCS), 5.21 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 8.8 Hz, H-3), 5.05 (d, 7 H, J1,2 = 2.9 Hz, H-1), 4.67 (dd, 
7 H, H-2), 4.12 (m, 7 H, H-5), 3.85 (t, 7 H, J4,5 = 8.8 Hz, H-4), 3.68 (m, 14 H, 
CH2NHCS), 3.59 (m, 14 H, CH2CH2SCist), 3.10 (d, 14 H, H-6a, H-6b), 2.98 (t, 14 H, 3JH,H 
= 6.3 Hz, CH2NH2), 2.79, 2.77 (2 dt, 14 H, 2JH,H = 13.5 Hz, 3JH,H = 7.0 Hz, CH2SCist), 
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2.35-2.11 (m, 28 H, CH2CO), 1.50 (m, 28 H, CH2CH2CO), 1.24 (m, 56 H, CH3CH2, 
CH3CH2CH2), 0.84, 0.83 (2 t, 42 H, 3JH,H = 7.1 Hz, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, DMSO-d6, 333 K): δ = 183.4 (CS), 172.9, 171.9 (2 CO), 96.7 (C-
1), 78.5 (C-4), 71.5 (C-5), 70.7 (C-3, C-2), 44.2 (CH2CH2SCist), 41.7 (CH2NHCS), 39.0 
(CH2NH2), 34.0 (CH2CO), 33.7 (C-6), 32.9 (CH2SCist), 31.3, 31.1 (2 CH3CH2CH2), 24.3, 
24.2 (2 CH2CH2CO), 22.2 (CH3CH2), 14.0 (CH3).  
EM (ESI): m/z 1213.3 [M + 3 H]3+, 1819.4 [M + 2 H]2+.  
Análisis elemental. Calculado para C161H294Cl7N21O42S14: C, 49.67; H, 7.61; N, 7.56. 
Encontrado: C, 49.27; H, 7.30; N, 7.32. 
 
Heptaquis[6-(2-(N´-(4-N-terc-butoxicarbonilaminobutil)tioureido)etiltio)-2,3-
di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (57). Una disolución de heptaquis[2,3-di-O-hexanoil-
6-(2-isotiocianatoetiltio)]ciclomaltoheptaosa (123, 110 mg, 35 μmol) en CH2Cl2 (2 mL) 
se añadió, gota a gota, a una disolución de N-terc-butoxicarbonilbutilendiamina (75 μL, 
0.37 mmol, 1.5 eq.) en CH2Cl2 (1 mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 16 h, 
se añadió H2O (10 mL) y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 10 mL). La fase orgánica se secó 
(MgSO4) y se filtró. Se eliminó el disolvente a presión reducida y el residuo resultante se 
purificó por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 20:1→15:1). Rend.: 114 mg 
(72%). Rf = 0.37 (CH2Cl2-MeOH 9:1). [α]D = + 65.8 (c 1.0, CH2Cl2).  
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 6.89 (sa, 14 H, NHCS), 5.25 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 
9.2 Hz, H-3), 5.08 (d, 7 H, J1,2 = 3.7 Hz, H-1), 4.95 (sa, 7 H, NHBoc), 4.75 (dd, 7 H, H-
2), 4.14 (m, 7 H, H-5), 3.75 (t, 7 H, J4,5 = 9.2 Hz, H-4), 3.76 (m, 14 H, CH2CH2SCist), 3.46 
(m, 14 H, CH2NHCS), 3.19 (da, 7 H, J6a,6b = 12.2 Hz, H-6a), 3.10 (m, 14 H, CH2NHBoc), 
3.03 (dd, 7 H, J5,6b = 5.6 Hz, H-6b), 2.92, 2.80 (2 dt, 14 H, 2JH,H = 13.3 Hz, 3JH,H = 6.5 Hz, 
CH2Scist), 2.38-2.11 (m, 28 H, CH2CO), 1.60-1.49 (m, 56 H, CH2CH2CO, CH2CH2NHCS, 
CH2CH2NHBoc), 1.41 (s, 9 H, CMe3), 1.31-1.24 (m, 56 H, CH3CH2, CH3CH2CH2), 0.89, 
0.87 (2 t, 42 H, 3JH,H = 7.1 Hz, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.0 (CS), 173.4, 171.6 (2 CO éster), 156.4 
(CO carbamato), 96.6 (C-1), 79.3 (CMe3), 78.9 (C-4), 71.5 (C-5), 70.4 (C-2, C-3), 44.2 
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(CH2NHCS), 43.8 (CH2CH2SCist), 40.3 (CH2NHBoc), 34.1 (CH2CO), 33.8 (C-6), 33.1 
(CH2SCist), 31.4, 31.2 (2 CH3CH2CH2), 28.5 (CMe3), 27.6 (CH2CH2NHBoc), 26.4 
(CH2CH2NHCS), 24.4, 24.3 (2 CH2CH2CO), 22.3 (CH3CH2), 13.8 (CH3). 
EM (ESI): m/z 1533.9 [M + 3 Na]3+, 2288.9 [M + 2 Na]2+.  
Análisis elemental. Calculado para C210H371N21O56S14: C, 55.61; H, 8.25; N, 6.49. 
Encontrado: C, 55.36; H, 8.30; N, 6.26. 
 
Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N´-(4-aminobutil)tioureido)etiltio)-
2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (58). Los grupos carbamato del compuesto 57 
(58 mg, 13 μmol) se hidrolizaron mediante el procedimiento descrito en los métodos 
generales, obteniéndose 58. Rend.: 52.8 mg (99%). [α]D = + 65.8 (c 1.0, CH2Cl2).  
1H RMN (500 MHz, DMSO-d6, 333 K): δ = 7.89 (sa, 14 H, NH2), 7.68, 7.54 (2 sa, 14 H, 
NHCS), 5.21 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.2 Hz, H-3), 5.04 (d, 7 H, J1,2 = 3.1 Hz, H-1), 4.67 (dd, 
7 H, H-2), 4.11 (m, 7 H, H-5), 3.85 (t, 7 H, J4,5 = 9.2 Hz, H-4), 3.58 (m, 14 H, 
CH2CH2SCist), 3.37 (m, 14 H, CH2NHCS), 3.10 (m, 14 H, H-6a, H-6b), 2.76 (m, 28 H, 
CH2NH2, CH2S), 2.34-2.11 (m, 28 H, CH2CO), 1.58-1.48 (m, 56 H, CH2CH2CO, 
CH2CH2NHCS, CH2CH2NH2), 1.25-1.22 (m, 56 H, CH3CH2, CH3CH2CH2), 0.84, 0.83 (2 
t, 42 H, 3JH,H = 6.9 Hz, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, DMSO-d6, 313 K): δ = 183.1 (CS), 172.9, 171.9 (2 CO), 96.7 (C-
1), 78.5 (C-4), 71.6 (C-5), 70.7 (C-2, C-3), 44.1 (CH2CH2SCist), 43.5 (CH2NHCS), 39.2 
(CH2NH2), 33.9 (CH2CO), 33.7 (C-6), 33.1 (CH2Scist), 31.3, 31.1 (2 CH2CH3CH2), 26.3, 
25.0 (CH2CH2NHCS, CH2CH2NH2), 24.3, 24.2 (2 CH2CH2CO), 22.2 (CH3CH2), 14.0 
(CH3). 
EM (ESI): m/z 1278.5 [M + 3 H]3+, 1917.3 [M + 2 H]2+.  
Análisis elemental. Calculado para C175H322Cl7N21O42S14: C, 51.40; H, 7.94; N, 7.19. 
Encontrado: C, 51.31; H, 7.75; N, 6.96. 
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Heptaquis[6-(2-(N´-(6-N-terc-butoxicarbonilhexil)tioureido)etiltio)-2,3-di-O-
hexanoil]ciclomaltoheptaosa (59). A una disolución de heptaquis[2,3-di-O-hexanoil-6-
(2-isotiocianatoetiltio)]ciclomaltoheptaosa (123, 110 mg, 35 μmol) en CH2Cl2 (2 mL) se 
añadió, gota a gota, una disolución de N-terc-butoxicarbonilhexilendiamina (82 μL, 0.37 
mmol, 1.5 eq.) en CH2Cl2 (1 mL) y la mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 20 h. Se 
añadió H2O (10 mL) y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 10 mL). Se separaron las fases y la fase 
orgánica se secó (Na2SO4), se filtró, se eliminó el disolvente a presión reducida y el 
residuo resultante se purificó por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 20:1→15:1). 
Rend.: 107 mg (65%). Rf = 0.38 (CH2Cl2-MeOH 9:1). [α]D = + 65.6 (c 1.0, CH2Cl2).  
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 6.89, 6.82 (2 sa, 14 H, NHCS), 5.26 (t, 7 H, J2,3 
=  J3,4 = 9.2 Hz, H-3), 5.09 (d, 7 H, J1,2 = 3.7 Hz, H-1), 4.76 (m, 7 H, NHBoc), 4.75 (dd, 7 
H, H-2), 4.15 (m, 7 H, H-5), 3.76 (t, 7 H, J4,5 = 9.2 Hz, H-4), 3.72 (m, 14 H, 
CH2CH2SCist), 3.43 (m, 14 H, CH2NHCS), 3.18 (da, 7 H, J6a,6b = 12.1 Hz, H-6a), 3.06 (m, 
21 H, CH2NHBoc, H-6b), 2.92, 2.79 (2 dt, 14 H, 2JH,H = 13.3 Hz, 3JH,H = 6.7 Hz, 
CH2SCist), 2.38-2.11 (m, 28 H, CH2CO), 1.56 (m, 42 H, CH2CH2CO, CH2CH2NHCS), 
1.45 (m, 14H, CH2CH2NHBoc), 1.41 (s, 9 H, CMe3), 1.31-1.24 (m, 84 H, CH3CH2, 
CH3CH2CH2, CH2-Hex), 0.89, 0.87 (2 t, 42 H, 3JH,H = 7.1 Hz, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.0 (CS), 173.5, 171.6 (2 CO éster), 156.2 
(CO carbamato), 96.6 (C-1), 79.1 (CMe3), 78.8 (C-4), 71.4 (C-5), 70.4 (C-2, C-3), 44.5 
(CH2NHCS), 43.8 (CH2CH2SCist), 40.5 (CH2NHBoc), 34.1 (CH2CO), 33.8 (C-6), 33.1 
(CH2SCist), 31.4, 31.3 (2 CH3CH2CH2), 30.0 (CH2CH2NHBoc), 29.0 (CH2CH2NHCS), 
28.5 (CMe3), 26.5, 26.4 (CH2-Hex), 24.4, 24.3 (2 CH2CH2CO), 22.3 (CH3CH2), 13.8 (CH3). 
EM (ESI): m/z 2388.4 [M + 2 Na]2+.  
Análisis elemental. Calculado para C224H399N21O56S14: C, 56.86; H, 8.50; N, 6.22. 
Encontrado: C, 56.61; H, 8.30; N, 6.10. 
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Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N´-(6-aminohexil)tioureido)etiltio)-
2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (60). Los grupos carbamato del compuesto 59 
(33.4 mg, 7 μmol) se hidrolizaron mediante el procedimiento descrito en los métodos 
generales, obteniéndose 60. Rend: 30 mg (99%). [α]D = + 65.6 (c 1.0, CH2Cl2).  
1H RMN (500 MHz, DMSO-d6, 333 K): δ = 7.79 (sa, 14 H, NH2), 7.54, 7.43 (2 sa, 14 H, 
NHCS), 5.22 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.2 Hz, H-3), 5.04 (d, 7 H, J1,2 = 3.0 Hz, H-1), 4.67 (dd, 
7 H, H-2), 4.11 (m, 7 H, H-5), 3.85 (t, 7 H, J4,5 = 9.2 Hz, H-4), 3.58 (m, 14 H, 
CH2CH2SCist), 3.34 (m, 14 H, CH2NHCS), 3.08 (m, 14 H, H-6a, H-6b), 2.75 (m, 28 H, 
CH2NH2, CH2SCist), 2.34-2.11 (m, 28 H, CH2CO), 1.55-1.45 (m, 56 H, CH2CH2CO, 
CH2CH2NHCS, CH2CH2NH2), 1.29-1.22 (m, 84 H, CH3CH2, CH3CH2CH2, CH2-Hex), 
0.84, 0.83 (2 t, 42 H, 3JH,H = 6.8 Hz, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, DMSO-d6, 333 K): δ = 182.9 (CS), 172.9, 171.9 (2 CO), 96.7 (C-
1), 78.4 (C-4), 71.6 (C-5), 70.6 (C-2, C-3), 44.1 (CH2NHCS, CH2CH2SCist), 39.4 
(CH2NH2), 33.9 (CH2CO), 33.7 (C-6), 33.2 (CH2SCist), 31.3, 31.1 (2 CH2CH3CH2), 29.1 
(CH2CH2NH), 27.4 (CH2CH2NH2), 26.4, 26.1 (2 CH2-Hex), 24.3, 24.2 (2 CH2CH2CO), 
22.2 (CH3CH2), 14.0 (CH3).  
EM (ESI): m/z 1343.8 [M + 3 H]3+, 2015.3 [M + 2 H]2+.  
Análisis elemental. Calculado para C189H350Cl7N21O42S14: C, 52.96; H, 8.23; N, 6.86. 
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etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (61): A una disolución de hidrocloruro de 
heptaquis[6-(2-aminoetiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (122, 66 mg, 20.7 
μmol) y Et3N (22 μL, 160 μmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 (1.5 mL) se añadió una disolución de 
3-(terc-butoxicarbonilaminometil)bencilisotiocianato353 (118, 44.3 mg, 160 μmol, 1.1 eq.) 
en CH2Cl2 (1.5 mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 16 h, se eliminó el 
disolvente a presión reducida y el residuo se purificó por cromatografía en columna 
(CH2Cl2-MeOH 50:1 → 20:1). Rend: 90 mg (88%). Rf = 0.48 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D 
= + 63.2 (c 1.1, CH2Cl2).  
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ =  7.18 (t, 7 H, 3JH,H = 9.4 Hz, H-5Ph), 7.10 (d, 7 H, 
3JH,H = 9.4 Hz, H-6Ph), 7.05 (d, 7 H, 3JH,H = 9.4 Hz, H-4Ph), 7.01 (s, 7 H, H-2Ph), 6.95 (sa, 
14 H, NHCS), 5.24 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 9.0 Hz, H-3), 5.18 (sa, 7 H, NHBoc), 5.09 (d, 7 
H, J1,2 = 3.8 Hz, H-1), 4.75 (dd, 7 H, H-2), 4.45 (sa, 14 H, PhCH2NHCS), 4.14 (m, 21 H, 
H-5, PhCH2NHBoc), 3.75 (t, 7 H, J4,5 = 9.0 Hz, H-4), 3.70 (sa, 14 H, CH2CH2SCist), 3.21 
(da, 7 H, J6a,6b = 13.1 Hz, H-6a), 3.04 (dd, 7 H, J5,6b = 5.5 Hz, H-6b), 2.82 (m, 14 H, 
CH2SCist), 2.40-2.10 (m, 28 H, CH2CO), 1.60 (m, 28 H, CH2CH2CO), 1.40 (s, 63 H, 
CMe3), 1.28 (m, 56 H, CH2CH3, CH2CH2CH3), 0.89-0.88 (m, 42 H, 3JH,H = 7.0 Hz, CH3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.5 (CS), 173.7, 171.9 (2 CO éster), 156.7 
(CO carbamato), 139.8, 138.3, 129.1, 126.8, 126.4, 126.0 (6 Ph), 96.9 (C-1), 80.0 
(CMe3), 79.2 (C-4), 71.8 (C-5), 70.7 (C-3, C-2), 48.4 (PhCH2NCS), 44.8 
(PhCH2NHBoc), 44.2 (CH2CH2SCist), 34.3 (CH2CO9, 34.1 (C-6), 33.2 (CH2SCist), 31.7, 
31.5 (CH2CH2CH3), 28.7 (CMe3), 24.7, 24.6 (CH2CH2CO), 22.6 (CH2CH3), 14.1 (CH3).  
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EM (ESI): m/z 2455.3 [M + K + H]2+, 1649.9 [M + K + 2 Na]2+;  
Análisis elemental. Calculado para C238H371N21O56S14: C, 58.68; H, 7.68; N, 6.04. 
Encontrado: C, 58.62; H, 7.66; N, 5.85. 
 
Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N’-(3-aminometilbencil)tioureido)-
etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (62). Los grupos carbamato del 
compuesto 61 (30 mg, 6.2 μmol) se hidrolizaron mediante el procedimiento descrito en 
los métodos generales, obteniéndose 62. Rend.: 27 mg (99%). [α]D = + 47.8 (c 1.0, 
MeOH).  
1H RMN (500 MHz, MeOD, 323 K): δ = 7.40 (m, 28 H, Ph), 5.36 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 8.7 
Hz, H-3), 5.19 (d, 7 H, J1,2 = 3.0 Hz, H-1), 4.85 (dd, 7 H, H-2), 4.77 (sa, 14 H, 
PhCH2NHCS), 4.18 (m, 21 H, H-5, PhCH2NH2), 3.95 (t, 7 H, J4,5 = 8.7 Hz, H-4), 3.79 
(sa, 14 H, CH2CH2SCist), 3.31 (da, 7 H, H-6a), 3.20 (da, 7 H, J6b,6b = 13.0 Hz, H-6b), 2.94 
(m, 14 H, CH2Cist), 2.5-2.2 (m, 28 H, CH2CO), 1.66 (m, 28 H, CH2CH2CO), 1.35 (m, 56 
H, CH2CH3, CH2CH2CH3), 0.96-0.94 (2 t, 42 H, 3JH,H = 7.0 Hz, CH3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 323 K): δ = 182.4 (CS), 173.4, 172.1 (2 CO), 140.0, 
133.1, 129.1, 128.0, 127.7, 127.3 (6 Ph), 96.9 (C-1), 78.7 (C-4), 71.9 (C-5), 70.6 (C-3), 
70.3 (C-2), 48.4 (PhCH2NCS), 44.1 (CH2CH2SCist), 43.1 (PhCH2NH2), 33.8 (CH2CO), 
33.7  (C-6), 32.8 (CH2SCist), 31.2, 31.1 (CH2CH2CH3), 24.2 (CH2CH2CO), 24.2 
(CH2CH3), 12.9 (CH3).  
EM (ESI): m/z 2085.2 [M + 2 H]2+, 1390.4 [M + 3 H]3+, 1043.0 [M + 4 H]4+, 883.6 [M + 
5 H]5+.  
Análisis elemental. Calculado para C203H329N21O42S14Cl14: C, 55.09; H, 7.33; N, 6.65. 
Encontrado: C, 54.88; H, 7.29; N, 6.24. 
 
Heptaquis[6-(2-(N’-(4-(terc-butoxicarbonilaminometil)bencil)-
tioureido)etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (63). A una disolución de 
heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-aminoetiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa 
(122, 66 mg, 20.7 μmol) y Et3N (22 μL, 160 μmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 (1.5 mL) se añadió 
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una disolución de 4-(terc-butoxicarbonilaminometil)bencilisotiocianato353 (119, 44.3 mg, 
160 μmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 (1.5 mL). La mezcla de reacción se agitó durante 16 h, se 
evaporó el disolvente y el residuo se purificó por cromatografía en columna (CH2Cl2-
MeOH 50:1 → 20:1). Rend: 85 mg (84%). Rf = 0.48 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 66.9 
(c 1.1, CH2Cl2).  
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 7.10 (m, 28 H, Ph), 6.95, 6.83 (2 sa, 14 H, 
NHCS), 5.25 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 9.1 Hz, H-3), 5.16 (sa, 7 H, NHBoc), 5.09 (d, 7 H, J1,2 = 
3.7 Hz, H-1), 4.74 (dd, 7 H, H-2), 4.48 (sa, 14 H, PhCH2NHCS), 4.15 (m, 21 H, H-5, 
CH2NHBoc), 3.73 (t, 7 H, J4,5 = 8.7 Hz, H-4), 3.64 (sa, 14 H, CH2CH2SCist), 3.20 (da, 7 H, 
J6a,6b = 13.2 Hz, H-6a), 3.01 (dd, 7 H, J6b,5 = 5.5 Hz, H-6b), 2.80 (m, 14 H, CH2SCist), 
2.40-2.10 (m, 28 H, CH2CO), 1.60 (m, 28 H, CH2CH2CO), 1.40 (s, 63 H, CMe3), 1.28 (m, 
56 H, CH2CH3, CH2CH2CH3), 0.89, 0.88 (2 t, 42 H, 3JH,H = 7.0 Hz, CH3).  
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.5 (CS), 173.9, 172.0 (2 CO éster), 156.7 
(CO carbamato), 138.8, 128.3, 127.9, 127.5 (4 Ph), 97.0 (C-1), 80.0 (CMe3), 79.4 (C-4), 
72.0 (C-5), 70.8 (C-3, C-2), 48.4 (PhCH2NCS), 44.8 (PhCH2NHBoc), 44.2 
(CH2CH2SCist), 34.5 (CH2CO), 34.2  (C-6), 33.4 (CH2SCist), 31.8, 31.6 (CH2CH2CH3), 
28.8 (CMe3), 24.8, 24.7 (CH2CH2CO), 22.7 (CH2CH3), 14.2 (CH3).  
EM (ESI): m/z 2454.8 [M + K + H]2+, 1643.5 [M + K + Na + H]2+.  
Análisis elemental. Calculado para C238H371N21O56S14: C, 58.68; H, 7.68; N, 6.04. 
Encontrado: C, 58.76; H, 7.60; N, 5.88. 
 
Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N’-(4-aminometilbencil)tioureido)-
etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (64). Los grupos carbamato del 
compuesto 63 (30 mg, 6.2 μmol) se hidrolizaron mediante el procedimiento descrito en 
los métodos generales, obteniéndose 64. Rend.: 27 mg (99%). [α]D = + 54.9 (c 1.0, 
MeOH).  
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 7.35 (m 28 H, Ph), 5.32 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 8.8 
Hz, H-3), 5.15 (d, 7 H, J1,2 = 3.6 Hz, H-1), 4.80 (dd, 7 H, H-2), 4.67 (sa, 14 H, 
PhCH2NHCS), 4.17 (m, 21 H, H-5), 4.06 (s, 14 H, PhCH2NH2), 3.90 (t, 7 H, J4,5 = 8.8 
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Hz, H-4), 3.72 (sa, 14 H, CH2CH2SCist), 3.27 (da, 7 H, J6a,6b = 14.2 Hz, H-6a), 3.16 (dd, 7 
H, J5,6b = 5.2 Hz, H-6b), 2.90 (m, 14 H, CH2SCist), 2.5-2.2 (m, 28 H, CH2CO), 1.60 (m, 28 
H, CH2CH2CO), 1.30 (m, 56 H, CH2CH3, CH2CH2CH3), 0.90, 0.89 (2 t, 42 H, 3JH,H = 7.2 
Hz, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 184.0 (CS), 174.8, 173.5 (2 CO), 141.3, 
130.1, 129.3, 129.0 (4 Ph), 98.2 (C-1), 80.0 (C-4), 73.2 (C-5), 71.9 (C-3), 71.7 (C-2), 
49.4 (PhCH2NCS), 45.3 (CH2CH2SCist), 44.1 (PhCH2NH2), 35.2 (CH2CO), 35.1 (C-6), 
34.1 (CH2SCist), 32.6, 32.4 (2 CH2CH2CH3), 25.6 (CH2CH2CO), 23.5 (CH2CH3), 14.2 
(CH3). 
EM (ESI): m/z 2085.2 [M + 2 H]2+, 1390.4 [M + 3 H]3+, 1043.0 [M + 4 H]4+.  
Análisis elemental. Calculado para C203H329N21O42S14Cl14: C, 55.09; H, 7.33; N, 6.65. 






(65). A una disolución de heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-aminoetiltio)-2,3-di-O-
hexanoil]ciclomaltoheptaosa  (122, 98 mg, 31 μmol) y Et3N (33 μL, 0.24 mmol, 1.1 eq.) 
en CH2Cl2 (2 mL), se añadió una disolución de 32 (89 mg, 0.26 mmol, 1.2 eq.) en CH2Cl2 
(2 mL). La mezcla de reacción se agitó a t.a. durante 16 h. El disolvente se eliminó bajo 
presión reducida y el residuo se purificó por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 
50:1 → 20:1). Rend.: 149 mg (90%). Rf = 0.48 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 62.8 (c 
0.8, CH2Cl2).  
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1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 7.42 - 6.90 (m, 14 H, NHCS), 5.27 (t, 7 H, J2,3 = 
J3,4 = 8.9 Hz, H-3), 5.08 (d, 7 H, J1,2 = 3.7 Hz, H-1), 5.06 (sa, 7 H, NHBoc), 4.75 (dd, 7 
H, H-2), 4.15 (m, 7 H, H-5), 3.80 (t, 7 H, J4,5 = 8.9 Hz, H-4), 3.70 (sa, 14 H, 
CH2CH2SCist), 3.62 (sa, 14 H, BocNCH2CH2NHCS), 3.39 (m, 14H, CSNHCH2CH2NBoc), 
3.32 (m, 14H, BocNHCH2CH2NBoc), 3.23 (ca, 14 H, 3JH,H = 5.4 Hz, CH2NHBoc), 3.17 
(da, 7 H, J6a,6b = 10.9 Hz, H-6a), 3.08 (da, 7 H, H-6b), 2.85 (m, 14 H, CH2SCist), 2.4-2.1 
(m, 28 H, CH2CO), 1.60 (m, 28 H, CH2CH2CO), 1.45 (s, 63 H, CMe3), 1.41 (s, 63 H, 
CMe3), 1.32 (m, 56 H, CH2CH3, CH2CH2CH3), 0.91, 0.89 (2 t, 42 H, 3JH,H = 7.6 Hz, 
CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 179.8 (CS), 173.6, 171.8 (2 CO éster), 156.4 
(CO carbamato), 96.8 (C-1), 80.8 (CMe3), 78.8 (C-4), 71.6 (C-5), 70.7 (C-3, C-2), 58.1 
(BocNCH2CH2NHBoc), 57.5 (BocNCH2CH2NHCS), 44.0 (CH2CH2SCist), 43.5 
(BocNCH2CH2NHCS), 40.1 (CH2NHBoc), 34.3, 34.0 (CH2CO, C-6), 33.0 (CH2SCist), 
31.6, 31.5 (2 CH2CH2CH3), 28.7 (CMe3), 24.6 (CH2CH2CO), 22.5 (CH2CH3), 14.0 (CH3). 
EM (ESI): m/z 2691.9 [M + 2 Na]2+, 1808.3 [M + 2 Na + K]3+.  
Análisis elemental. Calculado para C245H434N28O70S14: C, 55.09; H, 8.19; N, 7.34. 
Encontrado: C, 54.79; H, 8.09; N, 7.23. 
 
Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-[N’-(2-(2-aminoetil)aminoetil)-
tioureido]etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (66). Los grupos carbamato del 
compuesto  65 (45.5 mg, 8.55 μmol) se hidrolizaron mediante el procedimiento descrito 
en los métodos generales, obteniéndose 66. Rend.: 38 mg (99%). Rf = 0.05 (MeCN-H2O-
NH4OH 6:3:1). [α]D = + 29.4 (c 1.0, MeOH).  
1H RMN (500 MHz, MeOD-D2O 5:1, 313 K): δ = 5.30 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 8.7 Hz, H-3), 
5.14 (d, 7 H, J1,2 = 3.54 Hz, H-1), 4.80 (dd, 7 H, H-2), 4.15 (m, 7 H, H-5), 3.97 (sa, 14 H, 
HNCH2CH2NHCS), 3.89 (t, 7 H, J4,5 = 8.7 Hz, H-4), 3.75 (sa, 14 H, CH2CH2SCist), 3.50 
(t, 14 H, 3JH,H = 6.3 Hz, CH2NH2), 3.46 (t, 14 H, NH2CH2CH2NH), 3.41 (t, 14 H, 3JH,H = 
6.0 Hz, CSNHCH2CH2NH), 3.25 (da, 7 H, H-6a), 3.14 (m, 7 H, H-6b), 2.91 (m, 14 H, 
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CH2SCist), 2.50-2.15 (m, 28 H, CH2CO), 1.60 (m, 28 H, CH2CH2CO), 1.30 (m, 56 H, 
CH2CH2CH3, CH2CH3), 0.91, 0.88 (2 t, 42 H, 3JH,H = 6.7 Hz, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 323 K): δ = 184.3 (CS), 173.6, 172.2 (2 CO éster), 96.8 
(C-1), 78.8 (C-4), 71.9 (C-5), 70.6 (C-3), 70.3 (C-2), 57.5 (HNCH2CH2NHCS), 44.7 
(CH2NH2), 44.1 (CH2CH2SCist), 40.2 (NHCH2CH2NHCS), 35.7 (NHCH2CH2NHBoc), 
33.9 (C-6), 33.8 (CH2CO), 32.6 (CH2Scist), 31.2, 31.0 (CH2CH2CH3), 24.2 (CH2CH2CO), 
22.1, 22.0 (2 CH2CH3), 13.1, 12,9 (2 CH3).  
EM (ESI): m/z 1968.9 [M + 2 H]2+, 1313.4 [M + 3 H]3+, 985.6 [M + 4 H]4+, 788.7 [M + 5 
H]5+.  
Análisis elemental. Calculado para C175H336N28O42S14Cl14: C, 47.23; H, 7.61; N, 8.81. 
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etil)tioureido)etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (67). A una disolución de 
heptahidrocloruro de 122 (60 mg, 18.8 μmol) y Et3N (37 μL, 265 μmol, 2.0 eq.) en 
CH2Cl2 (1.5 mL) se añadió una disolución de 30 (61 mg, 158 μmol, 1.2 eq.) en CH2Cl2 
(1.5 mL). La mezcla de reacción se agitó durante 16 h, se evaporó el disolvente y el 
residuo se purificó por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 50:1 → 20:1). Rend.: 
90 mg (85%). Rf = 0.46 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 57.4 (c 1.0, CH2Cl2).  
1H RMN (300 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 7.22, 7.16 (2 sa, 14 H, NHCS), 5.29 (t, 7 H, J2,3 
=  J3,4 = 9.2 Hz, H-3), 5.24 (sa, 14 H, NHBoc), 5.08 (d, 7 H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1), 4.77 (dd, 
7 H, H-2), 4.17 (m, 7 H, H-5), 3.83 (t, 7 H, J4,5 = 9.2 Hz, H-4), 3.77 (m, 14 H, 
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CH2CH2SCist), 3.54 (m, 14 H, NCH2CH2NHCS), 3.15 (m, 42 H, H-6a, H-6b, CH2NHBoc), 
2.87 (m, 14 H, CH2Scist), 2.67 (ta, 14 H, 3JH,H = 5.5 Hz, NCH2CH2NHCS), 2.58 (ta, 28 H, 
3JH,H = 5.2 Hz, CH2CH2NHBoc), 2.43-2.11 (m, 28 H, CH2CO), 1.60 (m, 28 H, 
CH2CH2CO), 1.44 (s, 126 H, CMe3), 1.30 (m, 56 H, CH2CH3, CH2CH2CH3), 0.91, 0.89 (2 
t, 42 H, 3JH,H = 7.8 Hz, CH3). 
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.8 (CS), 173.8, 172.0 (2 CO éster), 156.9 
(CO carbamato), 97.0 (C-1), 79.8 (CMe3), 79.0 (C-4), 71.8 (C-5), 70.9 (C-3, C-2), 55.1 
(CH2CH2NHBoc), 54.0 (NCH2CH2NHCS), 44.5 (CH2CH2SCist), 42.9 (NCH2CH2NHCS), 
39.5 (CH2NHBoc), 34.4, 34.2 (CH2CO, C-6), 33.6 (CH2SCist), 31.8, 31.7 (2 CH2CH2CH3), 
28.9 (CMe3), 24.8, 24.7 (2 CH2CH2CO), 22.7 (CH2CH3), 14.2 (CH3). 
EM (ESI): m/z 2820.3 [M + 2 H]2+, 1880.7 [M + 3 H]3+.  
Análisis elemental. Calculado para C259H469N35O70S14: C, 55.13; H, 8.38; N, 8.69. 
Encontrado: C, 54.76; H, 8.21; N, 8.50. 
 
Heptahidrocloruro de heptaquis[6-(2-(N’-(2-(N,N-bis-(2-aminoetil)amino)-
etil)tioureido)etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (68). Los grupos 
carbamato del compuesto 67 (30 mg, 5.3 μmol) se hidrolizaron mediante el 
procedimiento descrito en los métodos generales, obteniéndose 68. Rend.: 25 mg (99%). 
[α]D = + 48.2 (c 0.67, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD-D2O 5:1, 333 K): δ = 5.27 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 8.6 Hz, H-3), 
5.13 (d, 7 H, J1,2 = 3.7 Hz, H-1), 4.82 (dd, 7 H, H-2), 4.14 (m, 7 H, H-5), 3.89 (t, 7 H, J4,5 
= 8.6 Hz, H-4), 3.73 (m, 28 H, CH2CH2SCist, NCH2CH2NHCS), 3.25 (t, 28 H, 3JH,H = 6.2 
Hz, CH2NH2), 3.14 (m, 14 H, H-6a, H-6b), 3.14 (t, 28 H, CH2CH2NH2), 2.97 (t, 28 H, 
3JH,H = 6.5 Hz, NCH2CH2NHCS), 2.90 (m, 14 H, CH2SCist), 2.50-2.15 (m, 28 H, CH2CO), 
1.60 (m, 28 H, CH2CH2CO), 1.30 (m, 56 H, CH2CH3, CH2CH2CH3), 0.91, 0.89 (2 t, 42 H, 
3JH,H = 7.8 Hz, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, MeOD-D2O 5:1, 333 K): δ = 183.5 (CS), 175.0, 173.4 (2 CO 
éster), 98.1 (C-1), 80.1 (C-4), 73.1 (C-5), 71.9 (C-3) , 71.5 (C-2), 53.5 (NCH2CH2NHCS), 
52.3 (CH2CH2NH2), 45.4 (CH2CH2SCist), 42.1 (NCH2CH2NHCS), 38.1 (CH2NH2), 35.2 
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(C-6), 35.0 (CH2CO), 33.9 (CH2SCist), 32.3, 32.2 (2 CH2CH2CH3), 25.4, 25.3 (2 
CH2CH2CO), 23.2, 23.1 (2 CH2CH3), 14.2 (CH3).  
EM (ESI): m/z 2119.6 [M + 2 H]2+, 1413.8 [M + 3 H]3+, 1060.3 [M + 4 H]4+, 848.7 [M + 
5 H]5+, 707.3 [M + 6 H]6+, 606.3 [M + 7 H]7+. 
Análisis elemental. Calculado para C189H371N35O42S14Cl14: C, 47.78; H, 7.87; N, 10.32. 






































Conjugado fluorescente LR-68. La síntesis de LR-68 se llevó a cabo de forma 
estadística, añadiendo cloruro de lisamina-rodamina sulfonilo (CLRS, 10 mg, 17 μmol) a 
una disolución de 68 (83 mg, 17 μmol) y Et3N (50 μL, 0.35 mmol, 1.5 eq.) en CH2Cl2 
recién destilado (10 mL) bajo atmósfera de N2. La reacción se agitó a t.a. durante 2 días 
en oscuridad. Se eliminó el disolvente a vacío y el residuo se purificó por cromatografía 
de exclusión sobre gel (Sephadex LH-20, MeOH). El compuesto marcado LR-68 se 
obtuvo en forma de escamas de color rojo oscuro tras liofilizarlo en ácido clorhídrico 
diluido (75 mg, 82%).  
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 8.75, 8.24, 7.62 y 7.26-6.97 (señales de 
rodamina).  
EM (ESI): m/z 1196.5 [M-LR + 4 H]4+, 1061.5 [M + 4 H]4+, 957.3 [M-LR + 5 H]5+, 848.8 
[M + 5 H]5+. 














X = Boc, 69






etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (69). A una disolución de bis(2-(terc-
butoxicarbonilamino)etil)amina25 (97, 36 mg, 120 μmol, 1.1 eq.) y Et3N (17 μL, 122 
μmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 (2.5 mL) se añadió una disolución de heptaquis[2,3-di-O-
hexanoil-6-(2-isotiocianatoetiltio)]ciclomaltoheptaosa (123, 50 mg, 15.5 μmol) en CH2Cl2 
(2.5 mL). La mezcla de reacción se agitó durante 16 h, se evaporó el disolvente y el 
residuo se purificó por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 50:1 → 20:1). Rend.: 
83 mg (99%). Rf = 0.41 (CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 57.0 (c 1.0, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 5.30 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 8.6 Hz, H-3), 5.13 (d, 7 
H, J1,2 = 3.4 Hz, H-1), 4.79 (dd, 7 H, H-2), 4.17 (m, 7 H, H-5), 3.93 (t, 7 H, J4,5 = 8.6 Hz, 
H-4), 3.86 (m, 14 H, CH2CH2SCist), 3.74 (m, 28 H, CH2NCS), 3.20 (m, 42 H, H-6a, H-6b, 
CH2NHBoc), 2.98 (m, 14 H, CH2SCist), 2.40-2.10 (m, 28 H, CH2CO), 1.60 (m, 28 H, 
CH2CH2CO), 1.44 (s, 126 H, CMe3), 1.30 (m, 56 H, CH2CH3, CH2CH2CH3), 0.91, 0.89 (2 
t, 42 H, 3JH,H = 7.8 Hz, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 181.6 (CS), 173.6, 172.5 (2 CO éster), 157.6 
(CO carbamato), 97.2 (C-1), 80.3 (CMe3), 79.0 (C-4), 72.1 (C-5), 71.0 (C-3, C-2), 50.9 
(CH2NCS), 45.9 (CH2CH2SCist), 38.4 (CH2NHBoc), 34.2 (CH2CO), 34.0, (C-6), 32.8 
(CH2SCist), 31.7, 31.5 (CH2CH2CH3), 28.9 (CMe3), 24.7 (CH2CH2CO), 22.6 (CH2CH3), 
13.5 (CH3).  
EM (ESI): m/z 2701.3 [M + Na + K]2+, 1813.9 [M + Na + 2 K]3+.  
Análisis elemental. Calculado para C245H434N28O70S14: C, 55.09; H, 8.19; N, 7.34. 
Encontrado: C, 54.83; H, 8.08; N, 7.26. 




etiltio)-6-desoxi-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (70). Los grupos carbamato del 
compuesto 69 (30 mg, 5.6 μmol) se hidrolizaron siguiendo el procedimiento descrito en 
los métodos generales, obteniéndose 70. Rend.: 25 mg (99%). [α]D = + 19.5 (c 0.85, 
MeOH).  
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 5.32 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 8.9 Hz, H-3), 5.13 (d, 7 
H, J1,2 = 3.6 Hz, H-1), 4.77 (dd, 7 H, H-2), 4.14 (m, 7 H, H-5), 4.02 (m, 56 H, CH2NCS), 
3.91 (t, 7 H, J4,5 = 8.6 Hz, H-4), 3.84 (t, 14 H, 3JH,H = 6.9 Hz , CH2CH2SCist), 3.25 (t, 56 H, 
3JH,H = 6.9 Hz, CH2NH2), 3.22 (da, 7 H, J6a,6b = 13.2 Hz, H-6a), 3.22 (dd, 7 H, J5,6b = 5.3 
Hz, H-6b), 2.94 (t, 14 H, CH2SCist), 2.5-2.15 (m, 28 H, CH2CO), 1.60 (m, 28 H, 
CH2CH2CO), 1.30 (m, 56 H, CH2CH3, CH2CH2CH3), 0.93, 0.92 (2 t, 42 H, 3JH,H = 8.2 Hz, 
CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 182.8 (CS), 173.4, 172.1 (2 CO éster), 96.8 
(C-1), 78.5 (C-4), 71.9 (C-5), 70.5 (C-3), 70.4 (C-2), 47.1 (CH2NCS), 46.1 
(CH2CH2SCist), 36.9 (CH2NH2), 33.9 (C-6), 33.8, 33.7 (2 CH2CO), 32.2 (CH2SCist), 31.2, 
31.1 (2 CH2CH2CH3), 24.2 (CH2CH2CO), 22.1 (CH2CH3), 13.2, 13.1 (2 CH3).  
EM (ESI): m/z 1969.4 [M + 2 H]2+.  
Análisis elemental. Calculado para C175H336N28O42S14Cl14: C, 47.23; H, 7.61; N, 8.81. 










tioureido]etil]tioureido]etiltio]-2,3-di-O-hexanoil]-ciclomaltoheptaosa (71). A una 
disolución de heptahidrocloruro de 122 (100 mg, 31 μmol) y Et3N (36 μL, 261 μmol, 1.2 
eq.) en CH2Cl2 (3 mL), se añadió 33 (68 mg, 261 μmol, 1.2 eq.). La mezcla de reacción se 
agitó durante 16 h, se evaporó el disolvente y el residuo se purificó por cromatografía en 
columna (CH2Cl2-MeOH 20:1). Rend.: 115 mg (73%). Rf = 0.74 (CH2Cl2-MeOH 6:1). 
[α]D = + 63.4 (c 1.0, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 7.52-7.13 (m, 28 H, NHCS), 5.44 (sa, 14 H, 
NHBoc), 5.30 (t, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 9.2 Hz, H-3), 5.12 (d, 7 H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1), 4.82 
(dd, 7 H, H-2), 4.19 (m, 7 H, H-5), 3.83 (t, 7 H, J4,5 = 9.2 Hz, H-4), 3.9-3.5 (m, 56 H, 
CH2NHCS), 3.30 (m, 21 H, H-6a, CH2NHBoc), 3.10 (m, 7 H, H-6b), 2.93 (m, 14 H, 
CH2SCist), 2.50-2.13 (m, 28 H, CH2CO), 1.75-1.55 (m, 28 H,  CH2CH2CO), 1.44 (s, 63 H, 
CMe3), 1.4-1.2 (m, 56 H, CH2CH2CH3, CH2CH3), 1.00-0.97 (m, 42 H, CH3).  
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 313 K): δ = 182.8 (CS), 173.8, 172.0 (2 CO éster), 156.9 
(CO carbamato), 97.0 (C-1), 79.8 (CMe3), 79.0 (C-4), 71.8 (C-5), 70.9 (C-2, C-3), 55.1 
(CSNHCH2CH2NHBoc), 54.0 (CSNHCH2CH2NHCS), 44.5 (CH2CH2SCist), 42.9 
(CSNHCH2CH2NHCS), 39.5 (CH2NHBoc), 34.3 (CH2CO, C-6), 33.6 (CH2SCist), 31.7 
(CH2CH2CH3), 28.9 (CMe3), 24.7 (CH2CH2CO), 22.7 (CH2CH3), 14.2 (CH3). 
EM (ESI): m/z 2546.2 [M + 2 Na]2+, 1705.9 [M + 3 Na]3+. 
Análisis elemental. Calculado para C217H385N35O56S21: C, 51.57; H, 7.68; N, 9.70. 
Encontrado: C, 51.39; H, 7.46; N, 9.46. 
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Heptahidrocloruro de heptaquis[6-[2-[N’-[2-[N’-(2-aminoetil)tioureido]etil]-
tioureido]etiltio]-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (72). Los grupos carbamato del 
compuesto 71 (30 mg, 5.9 μmol) se hidrolizaron siguiendo el procedimiento descrito en 
los métodos generales, obteniéndose 72. Rend.: 21 mg (99%). [α]D = + 53.7 (c, 1.0, 
MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 5.35 (ta, 7 H, J2,3 =  J3,4 = 8.9 Hz, H-3), 5.19 (d, 
7 H, J1,2 = 3.0 Hz, H-1), 4.85 (dd, 7 H, H-2), 4.21 (m, 7 H, H-5), 3.94 (m, 21 H, H-4, 
CH2CH2NH2), 3.79 (sa, 14 H, CH2CH2SCist), 3.73 (sa, 28 H, CSNHCH2CH2NHCS, 
CSNHCH2CH2NHCS), 3.28 (m, 28 H, CH2NH2, H-6a), 2.98 (m, 14 H, CH2SCist), 2.5-2.2 
(m, 28 H, CH2CO), 1.75-1.55 (m, 28 H, CH2CH2O), 1.50-1.30 (m, 56 H, CH2CH2CH3, 
CH2CH3), 1.0-0.9 (m, 42 H, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 186.3, 184.7 (2 CS), 176.0, 174.7 (2 CO), 
99.4 (C-1), 81.3 (C-4), 74.5 (C-5), 73.2 (C-3), 72.9 (C-2), 46.6 (SCNHCH2CH2NH2), 
45.8 (SCNHCH2CH2NHCS, SCNHCH2CH2NHCS), 43.9 (CH2NH2), 42.3 (CH2CH2SCist), 
36.4 (CH2CO, C-6), 35.5 (CH2SCist), 33.7 (CH2CH2CH3), 26.9 (CH2CH2CO), 24.8 
(CH2CH3), 15.6 (CH3).  
EM(ESI): m/z 2176.2 [M + 2 H]2+, 1451.0 [M + 3 H]3+, 1088.5 [M + 4 H]4+.  
Análisis elemental. Calculado para C182H338N35O42S21Cl7: C, 47.43; H, 7.35; N, 5.39. 











 Conjugado de polietilenglicol 73. Una disolución de 1-adamatanil 
isotiocianato (1.6 mg, 2 eq.) y Et3N (25 μL, 45 eq.) en CH2Cl2 (0.5 mL) se adicionó a una 
disolución de O-(2-aminoetil)-O’-[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]polietilen glicol (peso 
molecular promedio: 5000 Da) (20 mg) en CH2Cl2 (0.5 mL). La mezcla se agitó durante 
48 h a t.a., se evaporó el disolvente con corriente de N2 y se lavó el sólido obtenido con 
H2O (2 x 2 mL). El extracto se filtró con un filtro de 0.4 μm de tamaño de corte y se 
liofilizó para obtener 73. Rend.: 20.7 mg (99%).  
1H RMN (500 MHz, D2O): δ = 3.64 (m, ~440 H (n ~ 110), CH2O, CH2CH2NHCS), 3.57 
(t, 2 H, 3JH,H = 5.2 Hz, CH2CH2NHBoc), 3.21 (t, 2 H, CH2NHBoc), 2.05 (sa, 3 H, βH), 
2.01 (sa, 6 H, αH), 1.62 (dda, 6 H, γH), 1.38 (s, 9 H, CMe3). 
EM(ESI): m/z 2642.7 ± 22n (n = ± 10) [M + 2 H]2+. 
 
 Conjugado de polietilenglicol 74. El compuesto 74 se preparó a partir de 73 
(20.7 mg) mediante tratamiento con TFA-H2O (1 mL) como se describe en los métodos 
generales. Rend.: 20.6 mg (99%).  
1H RMN (500 MHz, D2O): δ = 3.71 (t, 2 H, 3JH,H = 5.1 Hz, CH2CH2NH2), 3.64 (m, ~440 
H (n ~ 110), CH2O, CH2CH2NHCS), 3.16 (t, 2 H, CH2NH2), 2.05 (sa, 3 H, βH), 2.01 (sa, 
6 H, αH), 1.64 (dda, 6 H, γH). 
EM(ESI): m/z 2691.7 ± 22n (n = ± 10) [M + Na + H]2+. 
 




 Conjugado de polietilenglicol 75. Una suspensión de ácido fólico (AF, 2.8 
mg, 6.2 μmol) y DCC (4.6 mg, 23 μmol) en Py-DMSO (1:1, 1 mL) se agitó durante 1 h a 
t.a. antes de adicionarse sobre una disolución de 74 en Py-DMSO (1:1, 1 mL). La mezcla 
de reacción se agitó a t.a. durante 48 h. Seguidamente se eliminó el disolvente a presión 
reducida. Se resuspende el sólido en H2O y se centrifuga con Na2CO3 (3 mg), se elimina 
el sobrnadante y el residuo sólido se purifica por cromatografía de permeación sobre gel 
(Shepadex G-25). Rend.: 16 mg (70%).  
1H RMN (500 MHz, D2O): δ = 8.65 (m, 1 H, H-7), 7.62 (m, 2 H, H-5), 6.72 (m, 2 H, H-
4), 4.90 (sa, 2 H, H-6), 4.40 (m, 1 H, H-3), 3.64 (m, ~440 H (n ~ 110), CH2O, 
CH2CH2NHCS), 3.19 (t, 2 H, 3JH,H = 5.1 Hz, CH2NHCO), 2.44 (t, 2 H, 3JH,H = 7.5 Hz, H-
1), 1.98 (m, 5 H, βH, H-2), 1.83 (sa, 6 H, αH), 1.60 (m, 6 H, γH). 











D-manopiranosiltio)-2-oxapentil]etiltiourea (76). Una disolución de hidrocloruro de N-
terc-butoxicarbonilamino-1,6-hexametilendiamina (91 mg, 0.36 mmol, 1.2 eq.) en 
CH2Cl2 (3 mL) a pH 8 (Et3N) se agitó durante 20 min y se le añadió una disolución de 
2,2,2-tris[5-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-manopiranosiltio)-2-oxapentil]etil isotiocianato 
(133, 0.42 g, 0.30 mmol) en CH2Cl2 (3 mL). La mezcla se agitó durante 24 h, los 
disolventes se eliminaron bajo presión reducida y el residuo se purificó por columna 
cromatográfica (AcOEt-éter de petróleo 2:1 → 3:1) para dar 73. Rend.: 430 mg (89%). Rf 
= 0.26 (AcOEt-éter de petróleo 3:1). [α]D = + 59.1 (c 0.8, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 5.36 (dd, 3 H, J2,3 = 3.4 Hz, J1,2 = 1.5 Hz, H-2), 
5.34 (t, 3 H, J3,4 = J4,5 = 9.9 Hz, H-4), 5.30 (d, 3 H, H-1), 5.26 (dd, 3 H, H-3), 4,73 (sa, 1 
H, NHBoc), 4.39 (ddd, 3 H, J5,6a = 5.1 Hz, J5,6b = 2.2 Hz, H-5), 4.34 (dd, 3 H, J6a,6b = 12.1 
Hz, H-6a), 4.12 (dd, 3 H, H-6b), 3.51 (t, 6 H, 3JH,H = 6.5 Hz, CH2-9), 3.41 (m, 10 H, CH2-
6, CH2-7, CH2-8), 3.14 (m, 2 H, CH2NHBoc), 2.76 y 2.70 (2 dt, 6 H, 2JH,H = 13.6 Hz, 3JH,H 
= 6.5 Hz, CH2S), 2.19, 2.12, 2.08, 2.01 (4 s, 36 H, COCH3), 1.92 (q, 6 H, CH2-10), 1.60 
(m, 2 H, CH2-5), 1.51 (m, 2 H, CH2-2), 1.46 (s, 9 H, CMe3), 1.36 (m, 4 H, CH2-3, CH2-4). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 181.0 (CS), 170.4, 169.9, 169.7, 169.6 (4 CO 
éster), 156.0 (CO carbamato), 82.5 (C-1), 78.8 (CMe3), 71.0 (C-2), 69.6 (CH2-9), 69.4 (C-
3, CH2-8), 69.0 (C-5), 66.2 (C-4), 62.4 (C-6), 44.5 (CH2-7, Cq), 40.6 (CH2NHBoc), 40.3, 
(CH2-6), 29.8 (CH2-5), 29.3 (CH2-10), 28.9 (CH2-2), 28.4 (CMe3), 28.1 (CH2S), 26.4, 
26.3  (CH2-3, CH2-4), 21.0, 20.8, 20.7, 20.5 (4 COCH3). 
EM (ESI): m/z 1606.4 [M + H]+, 1628.5 [M + Na]+, 1644.2 [M + K]+.  
Análisis elemental. Calculado para C68H107N3O32S4: C, 50.83; H, 6.71; N, 2.62. 
Encontrado: C, 50.65; H, 6.67; N, 2.38. 
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N-(6-terc-Butoxicarbonilamino)hexil-N’-2,2,2-tris[5-α-D-manopiranosiltio-2-
oxapentil]etiltiourea (77). El compuesto 77 se obtuvo por desacetilación convencional 
de 76 (0.42 g, 0.26 mmol) mediante el procedimiento descrito en los métodos generales. 
Rend.: 0.27 g (94%). Rf = 0.30 (MeCN-H2O-NH4OH 10:2:1). [α]D = + 129.6 (c 0.9, 
MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 298 K): δ = 5.26 (s, 3 H, H-1), 3.98 (s, 3 H, H-2), 3.92 (m, 3 
H, H-5), 3.86 (dd, 3 H, J6a,6b = 11.9 Hz, J5,6a = 2.2 Hz, H-6a), 3.77 (dd, 3 H, J5,6b = 5.9 Hz, 
H-6b), 3.68 (m, 6 H, H-3, H-4), 3.55 (m, 6 H, CH2-9), 3.47 (m, 2 H, CH2-6), 3.45 (m, 8 
H, CH2-7, CH2-8), 3.06 (m, 2 H, CH2NHBoc), 2.80,  2.74 (2 dt, 6 H, 2JH,H = 13.4 Hz, 3JH,H 
= 6.6 Hz, CH2S), 1.93 (q, 6 H, 3JH,H = 6.6 Hz, CH2-10), 1.62 (m, 2 H, CH2-5), 1.51 (m, 2 
H, CH2-2), 1.46 (s, 9 H, CMe3), 1.39 (m, 4 H, CH2-3, CH2-4).  
13C RMN (100.3 MHz, MeOD, 298 K): δ = 181.3 (CS), 158.6 (CO), 86.6 (C-1), 79.8 
(CMe3), 75.0 (C-5), 73.8 (C-2), 73.2 (C-3), 72.0 (CH2-8), 70.9 (CH2-9), 68.4 (C-4), 62.8 
(C-6), 45.6 (CH2-7, Cq), 41.3 (CH2NHBoc), 40.4 (CH2-6), 30.9 (CH2-2), 30.7 (CH2-10), 
30.3 (CH2-5), 28.9 (CH2S), 28.9 (CMe3), 27.7, 27.6 (CH2-3, CH2-4). 
EM (ESI): m/z 1102.4 [M + H]+, 1124.3 [M + Na]+, 1140.3 [M + K]+.  
Análisis elemental. Calculado para C44H83N3O20S4: C, 47.94; H, 7.59; N, 3.81. 
Encontrado: C, 47.99; H, 7.55; N, 3.76.  
 
Hidrocloruro de N-(6-aminohexil)-N’-2,2,2-tris[5-α-D-manopiranosiltio-2-
oxapentil]etiltiourea (78). El grupo carbamato del compuesto 77 (0.17 g, 0.15 mmol) se 
hidrolizó mediante el procedimiento descrito en los métodos generales para obtener 78. 
Rend.: 0.15 g (100%). Rf = 0.30 (MeCN-H2O-NH4OH 6:3:1). [α]D = + 120.6 (c 1.2, H2O). 
1H RMN (500 MHz, D2O, 323 K): δ = 5.54 (s, 3 H, H-1), 4.28 (dd, 3 H, J2,3 = 3.2 Hz, J1,2 
= 1.5 Hz, H-2), 4.19 (ddd, 3 H, J4,5 = 9.6 Hz, J5,6b = 5.6 Hz, J5,6a = 2.2 Hz, H-5), 4.09 (dd, 
3 H, J6a,6b = 12.4 Hz, H-6a), 4.03 (dd, 3 H, H-6b), 4.00 (dd, 3 H, J3,4 = 9.6 Hz, H-3), 3.94 
(t, 3 H, H-4), 3.83 (t, 6 H, 3JH,H = 6.5 Hz, CH2-9), 3.73 (m, 2 H, CH2-6), 3.69 (m, 8 H, 
CH2-7, CH2-8), 3.25 (t, 2 H, 3JH,H = 7.4 Hz, CH2NHBoc), 3.00,  2.99 (2 dt, 6 H, 2JH,H = 
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13.2 Hz, 3JH,H = 6.5 Hz, CH2S), 2.17 (q, 6 H, CH2-10), 1.92 (m, 2 H, CH2-5), 1.86 (m, 2 
H, CH2-2), 1.65 (m, 4 H, CH2-3, CH2-4).  
13C RMN (125.7 MHz, D2O, 298 K): δ = 179.0 (CS), 85.0 (C-1), 73.2 (C-5), 71.9 (C-2), 
71.2 (C-3, CH2-8), 70.0 (CH2-9), 67.0 (C-4), 60.8 (C-6), 44.2 (CH2-7, Cq), 39.5 
(CH2NHBoc, CH2-6), 28.7 (CH2-10), 27.8 (CH2-2, CH2-5), 26.7 (CH2S), 25.4 (CH2-3, 
CH2-4). 
EM (ESI): m/z 1002.4 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C39H76ClN3O18S4: C, 45.09; H, 7.37; N, 4.05. 
























tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (79). Una disolución de 122 (85 mg, 26.9 μmol) 
en acetona-H2O (2:1, 3 mL) a pH 8 (NaHCO3) se agitó durante 20 min y se le añadió una 
disolución de 2-isotiocianatoetil-α-D-manopiranosido342 (132, 75 mg, 0.28 mmol, 1.5 eq.) 
en H2O (1 mL). Tras 2 h apareció un precipitado que se disolvió en CH2Cl2 (0.5 mL) y la 
disolución resultante se continuó agitando durante 16 h. Los disolventes orgánicos fueron 
concentrados y la fase acuosa se extrajo con CH2Cl2, se secó (Na2SO4) y se concentró. El 
residuo resultante se purificó en columna cromatográfica (CH2Cl2-MeOH 1:1 → 1:2). 
Rend.: 49 mg (38%). [α]D = + 75.1 (c 1.0, CHCl3).  
1H RMN (500 MHz, MeOD-CDCl3 9:1, 323 K): δ = 5.32 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.0 Hz, H-
3Glc) 5.14 (d, 7 H, J1,2 = 3.8 Hz, H-1Glc), 4.83 (m, 14 H, H-2, H-1Man), 4.19 (m, 7 H, H-
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5Glc), 3.91-3.81 (m, 28 H, H-4, H-2Man, H-6aMan, CH2Oa), 3.79-3.68 (m, 28 H, H-3Man, H-
6bMan, CH2CH2SCist), 3.66 (m, 7 H, CH2Ob), 3.64 (t, 7 H, J3,4 = J4,5 = 9.4 Hz, H-4Man), 3.58 
(m, 7 H, H-5Man), 3.30 (m, 14 H, CH2CH2O), 3.27 (m, 7 H, H-6aGlc), 3.18 (m, 7 H, H-
6bGlc), 2.94, 2.89 (2 dt, 14 H, 2JH,H = 13.8 Hz, 3JH,H = 7.2 Hz, CH2SCist), 2.45-2.20 (m, 28 
H, CH2CO), 1.62 (m, 28 H, CH2CH2CO), 1.39-1.30 (m, 56 H, CH2CH3, CH2CH2CH3), 
0.92 (m, 42 H, CH3).  
13C RMN (125.7 MHz, MeOD-CDCl3 9:1, 323 K): δ = 183.8 (CS), 174.9, 173.4 (2 CO), 
101.8 (C-1Man), 98.2 (C-1Glc), 80.2 (C-4Glc), 74.7 (C-5Man), 73.1 (C-5Glc), 72.7 (C-3Man), 
72.1 (C-2Glc, C-2Man), 71.8 (C-3Glc), 68.9 (C-4Man), 67.5 (CH2O), 63.1 (C-6Man), 45.4 
(CH2CH2O), 45.2  (CH2CH2SCist), 35.3 (CH2CO), 34.2 (CH2SCist), 32.7, 32.5 (2 
CH3CH2CH2), 30.7 (C-6Glc), 25.6 (CH2CH2CO), 23.5 (CH3CH2), 14.6 (CH3).  
EM (MALDI-TOF): m/z 4723.45 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C203H350N14O84S14: C, 51.01; H, 7.38; N, 4.10. 





2-oxapentil)tioureidohexil)tioureido)etiltio)]ciclomaltoheptaosa (80). Una disolución 
de 78 (0.16 g, 0.15 mmol, 1.2 eq.) en DMF (2 mL) a pH 8 (NaHCO3 saturado) se agitó 
durante 20 minutos y, después, se añadió una disolución de 122 (57 mg, 17.9 μmol) en 
DMF (0.5 mL). Tras 24 h se evaporó el disolvente bajo presión reducida, el residuo se 
lavó con HCl 0.1 M y se purificó mediante cromatografía de permeación sobre gel 
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(Sephadex LH-20, MeOH) para dar 80. Rend.: 0.16 g (87%). [α]D = + 118.1 (c 1.0, 
MeOH). 
1H RMN (500 MHz, 323 K, MeOD): δ = 5.35 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 9.0 Hz, H-3Glc), 5.30 (s, 
21 H, H-1Man), 5.20 (d, 7 H, J1,2 = 2.9 Hz, H-1Glc), 4.86 (dd, 7 H, H-2Glc), 4.21 (m, 7 H, H-
5Glc), 3.98 (m, 21 H, H-2Man), 3.93 (m, 28 H, H-4Glc, H-5Man), 3.87 (dd, 21 H, J6a,6b = 11.8, 
J5,6a = 2.3 Hz, H-6aMan), 3.83 (m, 14 H, CH2CH2SCist), 3.80 (dd, 21 H, J5,6b = 5.4 Hz, H-
6bMan), 3.72 (m, 42 H, H-3Man, H-4Man), 3.57 (ta, 42 H, 3JH,H = 5.9 Hz, CH2-9), 3.49 (m, 14 
H, CH2-6), 3.46 (m, 56 H, CH2-7, CH2-8), 3.30 (m, 14 H, H-6aGlc, H-6bGlc), 3.21 (m, 14 
H, CH2-1), 2.97 (m, 14 H, CH2SCist), 2.80, 2.75 (2 dt, 42 H, 2JH,H = 13.0 Hz, 3JH,H = 6.8 
Hz, CH2-10), 2.45-2.25 (m, 28 H, CH2CO), 1.95 (m, 42 H, CH2S), 1.68-1.62 (m, 42 H, 
CH2CH2CO, CH2-5), 1.46-1.31 (m, 98 H, CH2-2, CH2-3, CH2-4, CH2CH3, CH2CH2CH3), 
0.95 (m, 42 H, CH3). 
13C RMN (125.7 MHz, 333 K, MeOD): δ = 184.3 (CS), 176.0, 174.7 (2 CO), 99.5 (C-
1Glc), 87.2 (C-1Man), 81.4 (C-4Glc), 75.1 (C-5Man), 73.8 (C-2Man), 73.5 (C-3Man), 72.5 (C-
5Glc), 72.2 (CH2-8), 71.8 (C-2Glc, C-3Glc), 71.2 (CH2-10), 69.2 (C-4Man), 63.0 (C-6Man), 
45.5 (CH2CH2SCist, CH2-1, CH2-7), 42.9 (Cq), 42.1 (CH2-6), 36.4 (C-6Glc, CH2CO), 34.2 
(CH2SCist), 32.8 (CH2CH2CH3), 30.9 (CH2CH2S), 30.7, 30.3 (CH2-2, CH2-5), 29.1 
(CH2S), 27.7 (CH2-3, CH2-4), 24.7 (CH2CH2CO), 23.3 (CH2CH3), 14.1 (CH3). 
EM (ESI): m/z 1102.4 [M + H]+, 1124.3 [M + Na]+, 1140.3 [M + K]+.  
Análisis elemental. Calculado para C420H756N28O168S42: C, 49.29; H, 7.45; N, 3.83. 









amina (81). A una disolución de bis(2-aminoetil)-[2-(terc-
butoxicarbonilamino)etil]amina25 (137, 2.25 g, 9.15 mmol) en piridina (20 mL) se añadió 
cloruro de tritilo (1.27 g, 4.57 mmol, 0.5 eq.) y la mezcla de reacción se agitó durante 15 
h a t.a. Se eliminó el disolvente y el residuo se suspendió en H2O (15 mL) y se extrajo 
con CH2Cl2 (20 mL). La fase orgánica se secó (Na2SO4), se filtró, se concentró y el 
residuo se purificó por cromatografía en columna (MeCN-H2O-NH4OH 10:1:1). Rend.: 
1.56 g (70%). Rf = 0.6 (MeCN-H2O-NH4OH 10:1:1). [α]D = - 1.5 (c 1.0, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 7.47 (d, 6 H, 3JH,H = 7.4 Hz, H-2Ph, H-6Ph), 7.25 
(t, 6 H, 3JH,H = 7.4 Hz, H-3Ph, H-5Ph), 7.16 (t, 3 H, H-4Ph), 5.07 (sa, 1 H, NHBoc), 3.11 (c, 
2 H, 3JH,H = 5.4 Hz, CH2NHBoc), 2.64 (t, 2 H, 3JH,H = 6.0 Hz, CH2NHTr), 2.55 (t, 2 H, 
3JH,H = 5.8 Hz, CH2NH2), 2.35 (t, 2 H, CH2CH2NHBoc), 2.32 (t, 2 H, CH2CH2NHTr), 
2.20 (t, 2 H, CH2CH2NH2), 1.65 (sa, 2 H, NH2), 1.34 (s, 9 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 156.1 (CO), 146.2 (C-1Ph), 128.6 (C-2Ph, C-
6Ph), 127.8 (C-3Ph, C-5Ph), 126.3 (C-4Ph), 77.3 (CMe3), 70.8 (CPh3), 57.2 (CH2CH2NHTr), 
54.8 (CH2CH2NH2), 53.8 (CH2CH2NHBoc), 40.9 (CH2NH2), 39.8 (CH2NHTr), 38.6 
(CH2NHBoc), 28.4 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 489.3 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C30H40N4O2 · 2 H2O: C, 68.67; H, 8.45; N, 10.68. 
Encontrado: C, 68.73; H, 7.95; N, 10.80. 
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2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetil-α-D-manopiranosiloxi)etil isotiocianato (82). A una 
disolución de 2-azidoetil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-manopiranósido (134, 1.15 g, 2.75 
mmol) en dioxano (25 mL) se añadieron, bajo atmósfera de N2, TPP (0.86 g, 3.3 mmol, 
1.2 eq.) y CS2 (1.66 mL, 27.5 mmol, 10 eq.). La mezcla de reacción se agitó durante 72 h. 
Se eliminó el disolvente y el residuo se purificó por cromatografía en columna (AcOEt-
éter de petróleo 1:1). Rend.: 1.07 g (90%). Rf = 0.5 (AcOEt-éter de petróleo 1:1). [α]D = + 
28.2 (c 1.0, CH2Cl2).  
IR (NaCl): υmax = 2112.7 cm-1 (NCS). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 5.34 (dd, 1 H, J2,3 = 3.4 Hz, J3,4 = 10.0 Hz, H-3), 
5.28 (t, 1 H, J4,5 = 10.0 Hz, H-4), 5.26 (dd, 1 H, J1,2 = 1.4 Hz, H-2), 4.85 (d, 1 H, H-1), 
4.28 (dd, 1 H, J5,6a = 5.1 Hz, J6a,6b = 12.3 Hz, H-6a), 4.11 (dd, 1 H, J5,6b = 2.3 Hz, H-6b) , 
4.06 (m, 1 H, H-5), 3.88 (m, 1 H, CH2Oa), 3.72 (m, 3 H, CH2Ob, CH2NCS), 2.14, 2.09, 
2.03, 1.98 (4 s, 12 H, COCH3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 170.6, 170.0, 169.8, 169.7 (4 CO), 145.4 
(NCS), 97.9 (C-1), 69.3 (C-5), 69.1 (C-3), 68.9 (C-2), 66.7 (CH2O), 65.9 (C-4), 62.4 (C-
6), 45.0 (CH2NCS), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (4 COCH3). 
EM (ESI): m/z 456.1 [M + Na]+, 472.0 [M + K]+. 
Análisis elemental. Calculado para C17H23NO10S: C, 47.11; H, 5.35; N, 3.23. Encontrado: 
C, 46.89; H, 5.26, N, 3.18. 
 
Tris(2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-manopiranosiloximetil)metilazida (83). A una 
disolución de tris(hidroximetil)metilazida344 (136, 33.5 mg, 0.23 mmol) y 1,2,3,4,6-penta-
O-acetil-D-manopiranosa (0.32 g, 0.82 mmol, 1.2 eq.) en CH2Cl2 recién destilado se 
añadió, a 0 ºC y bajo atmósfera de N2, trifluoruro de boro eterato (0.43 mL, 3.42 mmol, 5 
eq.) y la mezcla se agitó a t.a. durante 24 h. Tras este tiempo se diluyó con CH2Cl2, se 
lavó con H2O y con una disolución saturada de NaHCO3 (x2). La fase orgánica se secó 
(Na2SO4), se concentró y el residuo se purificó por cromatografía en columna (AcOEt-
éter de petróleo 1:1 → 2:1). Rend.: 131 mg (50%). Rf = 0.41 (AcOEt-éter de petróleo 
2:1). [α]D = + 47.8 (c 1.0, CH2Cl2).  
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IR (NaCl): υmax = 2113 cm-1 (N3). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 5.29 (m, 6 H, H-3, H-4), 5.21 (dd, 3 H, J2,3 = 3.0 
Hz, J1,2 = 1.8 Hz, H-2), 4.89 (d, 3 H, H-1), 4.34 (dd, 3 H, J6a,6b = 12.4 Hz, J5,6a = 5.0 Hz, 
H-6a), 4.14 (dd, 3 H, J5,6b = 2.4 Hz, H-6b), 4.01 (ddd, 3 H, J4,5 = 9.1 Hz, H-5), 3.87, 3.66 
(2 d, 6 H, 2JH,H = 10.5 Hz, 3 CH2O), 2.15, 2.11, 2.04, 1.98 (4 s, 36 H, COCH3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 170.8, 170.1, 169.9, 169.8 (4 CO), 98.5 (C-1), 
68.3 (C-2), 68.2 (C-3), 69.0 (C-5), 67.5 (CH2O), 65.9 (C-4), 64.6 (OCH2)3C), 62.4 (C-6), 
21.0, 20.9, 20.8, 20.7 (4 COCH3). 
EM (ESI): m/z 1160.4 [M + Na]+. 
Análisis elemental. Calculado para C46H63N3O30: C, 48.55; H, 5.58; N, 3.69. Encontrado: 





piranosiloxietil)tioureido)etil]-[2-(trifenilmetilamino)etil]amina (84). A una 
disolución de 81 (0.15 g, 0.31 mmol) y Et3N (50 μL, 0.35 mmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 (3 
mL), se añadió una disolución de 82 (0.15 g, 0.35 mmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 (3 mL). La 
mezcla de reacción se agitó durante 14 h, se eliminó el disolvente y el residuo se purificó 
por cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 40:1). Rend.: 0.28 g (98%). Rf = 0.76 
(CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 17.4 (c 1.0, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 7.44 (d, 6 H, 3JH,H = 7.5 Hz, H-2Ph, H-6Ph), 7.24 
(t, 6 H, 3JH,H = 7.5 Hz, H-3Ph, H-5Ph), 7.14 (t, 3 H, H-4Ph), 5.26 (dd, 1 H, J2,3 = 1.6 Hz, J3,4 
= 10.4 Hz, H-3), 5.23 (t, 1 H, J4,5 = 10.4 Hz, H-4), 5.20 (t, 1 H, J1,2 = 1.6 Hz, H-2), 4.78 
(d, 1 H, H-1), 4.51 (sa, 1 H, NHBoc), 4.28 (dd, 1 H, J6a,6b = 12.2 Hz, J5,6a = 5.2 Hz, H-6a), 
4.08 (dd, 1 H, J5,6b = 2.1 Hz, H-6b), 3.99 (m, 1 H, H-5), 3.87 (m, 2 H, CH2CH2O), 3.69 
(m, 1 H, CH2Oa), 3.60 (m, 3 H, CH2Ob, CH2NHBoc), 3.15-2.95 (m, 2 H, CH2NHCS), 
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2.57 (m, 2 H, CH2NHTr), 2.53 (t, 2 H, 3JH,H = 5.2 Hz, CH2CH2NHBoc), 2.19 (m, 2 H, 
CH2CH2NHCS), 2.10 (m, 2 H, CH2CH2NHTr), 2.12, 2.09, 2.00, 1.94 (4 s, 12 H, CH3CO), 
1.70 (sa, 1 H, NHTr), 1.23 (s, 9 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 183.3 (CS), 170.8, 170.0, 169.8, 169.7 (4 CO 
éster), 157.0 (CO carbamato), 146.2 (C-1Ph), 128.6 (C-2Ph, C-6Ph), 127.8 (C-3Ph, C-5Ph), 
126.3 (C-4Ph), 97.6 (C-1), 80.1 (CMe3), 70.7 (CPh3), 69.4 (C-2), 69.2 (C-3), 68.6 (C-5), 
67.0 (CH2O), 66.2 (C-4), 62.4 (C-6), 55.1 (CH2CH2NHCS), 54.0 (CH2CH2NHBoc), 53.4 
(CH2CH2NHTr), 43.8 (CH2CH2O), 43.8 (CH2NHCS), 40.7 (CH2NHTr), 39.0 
(CH2NHBoc), 28.3 (CMe3), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (4 COCH3). 
EM (ESI): m/z 922.4 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C47H63N5O12S: C, 61.22; H, 6.89; N, 7.60. 
Encontrado: C, 61.38; H, 6.97; N, 7.46. 
 
[2-(terc-Butoxicarbonilamino)etil]-[2-(N’-(α-D-manopiranosiloxietil)-
tioureido)etil]-[2-(trifenilmetilamino)etil]amina (85). El compuesto 85 se obtuvo por 
desacetilación de 84 (0.27 g, 0.29 mmol) mediante el procedimiento descrito en los 
métodos generales. Rend.: 0.21 g (97%). Rf = 0.63 (MeCN-H2O-NH4OH 10:2:1). [α]D = + 
14.9 (c 0.9, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 7.45 (d, 6 H, 3JH,H = 7.5 Hz, H-2Ph, H-6Ph), 7.27 
(t, 6 H, 3JH,H = 7.5 Hz, H-3Ph, H-5Ph), 7.17 (t, 3 H, H-4Ph), 4.76 (d, 1 H, J1,2 = 2.0 Hz, H-1), 
3.82 (m, 3 H, H-6a, H-2, CH2Oa), 3.71 (m, 2 H, H-6b, H-3), 3.63 (t, 1 H, J3,4 = J4,5 = 9.2 
Hz, H-4), 3.58 (m, 6 H, CH2Ob, H-5, CH2CH2O, CH2NHCS), 3.08 (t, 2 H, 3JH,H = 5.5 Hz, 
CH2NHBoc), 2.63 (t, 2 H, 3JH,H = 5.4 Hz, CH2NHTr), 2.57 (t, 2 H, 3JH,H = 6.2 Hz, 
CH2CH2NHCS), 2.44 (t, 2 H, CH2CH2NHBoc), 2.26 (t, 2 H, CH2CH2NHTr), 1.36 (s, 9 H, 
CMe3). 
13C RMN (75.5 MHz, MeOD, 313 K): δ = 184.1 (CS), 158.8 (CO), 147.5 (C-1Ph), 129.8 
(C-2Ph, C-6Ph), 128.8 (C-3Ph, C-5Ph), 127.2 (C-4Ph), 101.8 (C-1), 80.4 (CMe3), 74.7 (C-5), 
72.6 (C-3), 72.4 (CPh3), 72.1 (C-2), 68.7 (C-4), 67.3 (CH2O), 62.9 (C-6, CH2CH2O), 56.0 
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(CH2NHTr), 55.7 (CH2CH2NHBoc), 54.6 (CH2CH2NHCS), 42.4 (CH2CH2NHTr), 45.0, 
43.2 (2 CH2NHCS), 39.4 (CH2NHBoc), 28.8 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 754.4 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C39H55N5O8S: C, 62.13; H, 7.35; N, 9.29. Encontrado: 
C, 61.97; H, 7.18; N, 9.14. 
 
(2-Aminoetil)-[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]-[2-(N’-(α-D-manopirano-
siloxietil)tioureido)etil]amina (86). El compuesto 85 (0.2 g, 0.27 μmol) se disolvió en 
una mezcla de TFA-CH2Cl2 (1:99, 7 mL) y se agitó a t.a. durante 1 h. Se eliminaron los 
disolventes a presión reducida coevaporando varias veces con H2O y el residuo resultante 
se liofilizó de una disolución diluida de NH4OH obteniéndose la amina 86. Rend.: 0.16 g 
(99%). Rf = 0.40 (MeCN-H2O-NH4OH 10:2:1). [α]D = + 5.1 (c 0.3, H2O). 
1H RMN (500 MHz, D2O, 298 K): δ = 4.74 (d, 1 H, H-1), 3.81 (dd, 1 H, J1,2 = 1.7 Hz, J2,3 
= 3.2 Hz, H-2), 3.74 (dd, 1 H, J6a,6b = 12.1 Hz, J5,6a = 2.0 Hz, H-6a), 3.64 (m, 3 H, H-3, H-
6b, CH2Oa), 3.53 (t, 1 H, J3,4 = J4,5 = 9.6 Hz, H-4), 3.50 (m, 6 H, H-5, CH2Ob, 
CH2NHCS, CH2CH2O), 3.05 (t, 2 H, 3JH,H = 6.0 Hz, CH2NHBoc), 2.97 (t, 2 H, 3JH,H = 6.1 
Hz, CH2NH2), 2.72 (t, 2 H, CH2CH2NH2), 2.63 (t, 2 H, 3JH,H = 6.7 Hz, CH2CH2NHCS), 
2.55 (t, 2 H, CH2CH2NHBoc), 1.31 (s, 9 H, CMe3). 
13C RMN (100.6 MHz, D2O, 313 K): δ = 180.7 (CS), 158.4 (CO), 100.0 (C-1), 81.4 
(CMe3), 73.1 (C-5), 70.8 (C-3), 70.2 (C-2), 66.9 (C-4), 66.1 (CH2O), 61.1 (C-6), 53.2 
(CH2CH2NHBoc), 52.4 (CH2CH2NHCS), 51.0 (CH2CH2NH2), 43.7 (CH2CH2O), 43.2 
(CH2NHCS), 38.2 (CH2NHBoc), 37.4 (CH2NH2), 27.9 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 512.3 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C20H41N5O8S: C, 46.95; H, 8.08; N, 13.69. 
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 [2-(terc-Butoxicarbonilamino)etil]-[tris-(N’-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-
manopiranosiloximetil)metiltioureido)etil]-[2-(trifenilmetilamino)etil]amina (87). A 
una disolución de 81 (0.26 g, 0.52 mmol) y Et3N (80 μL, 0.58 mmol, 1.1 eq.) en CH2Cl2 
(5 mL) se añadió una disolución de tris-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-manopiranosil-
oximetil)metil isotiocianato (135, 0.6 g, 0.52 mmol, 1 eq.) en CH2Cl2 (5 mL). La mezcla 
de reacción se agitó durante 38 h, se eliminó el disolvente y el residuo se purificó por 
cromatografía en columna (CH2Cl2-MeOH 20:1). Rend.: 0.69 g (80%). Rf = 0.61 
(CH2Cl2-MeOH 20:1). [α]D = + 32.1 (c 0.7, CH2Cl2). 
1H RMN (500 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 7.44 (d, 6 H, 3JH,H = 7.5 Hz, H-2Ph, H-6Ph), 7.25 
(t, 6 H, 3JH,H = 7.5 Hz, H-3Ph, H-5Ph), 7.15 (t, 3 H, H-4Ph), 6.55 (sa, 1 H, NHTr), 5.28 (t, 3 
H, J3,4 =  J4,5 = 9.6 Hz, H-4), 5.20 (dd, 3 H, J2,3 = 3.5 Hz, H-3), 5.16 (t, 3 H, J1,2 = 1.2 Hz, 
H-2), 4.90 (d, 3 H, H-1), 4.57 (sa, 1 H, NHBoc), 4.36 (dd, 3 H, J6a,5 = 4.5 Hz, J6a,6b = 12.4 
Hz, H-6a), 4.33 (da, 3 H, 2JH,H = 11.9 Hz, CH2Oa), 4.08 (dd, 3 H, J6b,5 = 2.2 Hz, H-6b), 
4.06 (m, 3 H, H-5), 4.01 (da, 3 H, CH2Ob), 3.47 (sa, 2 H, CH2NHBoc), 3.15-2.95 (m, 2 
H, CH2NHCS), 2.60 (sa, 2 H, CH2NHTr), 2.53 (sa, 2 H, CH2CH2NHBoc), 2.24 (m, 2 H, 
CH2CH2NHCS), 2.19 (m, 2 H, CH2CH2NHTr), 2.13, 2.10, 2.00, 1.95 (4 s, 36 H, COCH3), 
1.30 (s, 9 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 182.2 (CS), 170.8, 170.0, 169.8, 169.6 (4 CO 
éster), 156.9 (CO carbamato), 146.1 (C-1Ph), 128.6 (C-2Ph, C-6Ph), 127.8 (C-3Ph, C-5Ph), 
126.3 (C-4Ph), 98.3 (C-1), 79.9 (CMe3), 71.0 (CPh3), 69.3 (C-2, C-3), 68.8 (C-5), 65.8 (C-
6), 62.1 (C-4, CH2O), 61.0 (OCH2)3C), 55.0 (CH2CH2NHCS), 54.2 (CH2CH2NHBoc), 
53.4 (CH2CH2NHTr), 42.0 (CH2NHCS), 40.8 (CH2NHTr), 39.2 (CH2NHBoc), 28.2 
(CMe3), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (4 COCH3). 
EM (ESI): m/z 1642.6 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C77H103N5O32S: C, 56.30; H, 6.32; N, 4.26. 
Encontrado: C, 56.25; H, 6.25; N 4.18. 
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[2-(terc-Butoxicarbonilamino)etil]-[2-(N’-(tris-α-D-manopiranosiloximetil)-
metiltioureido)etil]-[2-(trifenilmetilamino)etil]amina (88). El compuesto 88 se obtuvo 
por desacetilación de 87 (0.3 g, 0.18 mmol) según el procedimiento descrito en los 
métodos generales. Rend.: 0.21 g (99%). Rf = 0.43 (MeCN-H2O-NH4OH 10:2:1). [α]D = + 
41.1 (c 0.9, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 298 K): δ = 7.48 (d, 6 H, 3JH,H = 7.5 Hz, H-2Ph, H-6Ph), 7.29 
(t, 6 H, 3JH,H = 7.5 Hz, H-3Ph, H-5Ph), 7.19 (t, 3 H, H-4Ph), 4.78 (d, 3 H, J1,2 = 1.7 Hz, H-1), 
4.08 (d, 3 H, 2JH,H = 9.7 Hz, CH2Oa), 4.03 (d, 3 H, CH2Ob), 3.84 (d, 3 H, J6a,6b = 11.0 Hz, 
H-6a), 3.80 (dd, 3 H, J2,3 = 3.4 Hz, H-2), 3.68 (m, 6 H, H-6b, H-3), 3.58 (m, 6 H, H-4, H-
5), 3.55-3.4 (m, 2 H, CH2NHCS), 3.15-2.95 (m, 2 H, CH2NHBoc), 2.62 (m, 2 H, 
CH2NHTr), 2.52 (t, 2 H, 3JH,H = 7.1 Hz, CH2CH2NHCS), 2.40 (t, 2 H, 3JH,H = 5.6 Hz, 
CH2CH2NHBoc), 2.24 (t, 2 H, 3JH,H = 5.9 Hz, CH2CH2NHTr), 1.34 (s, 9 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, CDCl3, 298 K): δ = 183.7 (CS), 158.5 (CO), 147.6 (C-1Ph), 130.0 
(C-2Ph, C-6Ph), 128.8 (C-3Ph, C-5Ph), 1267.4 (C-4Ph), 102.3 (C-1), 80.2 (CMe3), 80.2 (C-5), 
74.9 (C-3), 72.1 (CPh3), 72.0 (C-2), 68.8 (C-4), 67.4 (CH2O), 62.8 (C-6), 62.1 
(OCH2)3C), 55.9 (CH2CH2NHTr), 55.5 (CH2CH2NHBoc), 54.5 (CH2CH2NHCS), 43.1 
(CH2NHCS), 42.5 (CH2NHTr), 39.6 (CH2NHBoc), 28.8 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 1138.5 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C53H79N5O20S: C, 55.92; H, 7.00; N, 6.15. 
Encontrado: C, 55.62; H, 6.73; N, 6.00. 
 
[2-Aminoetil]-[2-(terc-butoxicarbonilamino)etil]-[2-(N’-(tris-α-D-mano-
piranosiloximetil)metiltioureido)etil]amina (89). El compuesto 88 (0.18 g, 0.154 μmol) 
se disolvió en una mezcla de  TFA-CH2Cl2 (1:99, 6 mL) y se agitó a t.a. durante 2 h. El 
disolvente se eliminó a presión reducida coevaporando varias veces con H2O y el residuo 
resultante se liofilizó de una disolución diluida de NH4OH. Rend.: 0.14 g (99%). Rf = 
0.25 (MeCN-H2O-NH4OH 6:3:1). [α]D = + 33.5 (c 0.5, H2O). 
1H RMN (500 MHz, D2O, 313 K): δ = 4.94 (d, 3 H, J1,2 = 1.5 Hz, H-1), 4.19 (d, 3 H, 2JH,H 
= 10.2 Hz, CH2Oa), 4.03 (dd, 3 H, J2,3 = 3.0 Hz, H-2), 4.00 (d, 2 H, CH2Ob), 3.95 (dd, 3 
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H, J6a,5 = 2.1 Hz, J6a,6b = 12.2 Hz, H-6a), 3.84 (dd, 3 H, J6b,5 = 4.6 Hz, H-6b), 3.83 (dd, 3 
H, H-3), 3.75 (t, 3 H, J3,4 = J4,5 = 9.6 Hz, H-4), 3.68 (m, 8 H, H-5, CH2NHCS), 3.28 (t, 2 
H, 3JH,H = 6.3 Hz, CH2NHBoc), 3.22 (t, 2 H, 3JH,H = 6.4 Hz, CH2NH2), 3.00 (t, 2 H, 
CH2CH2NH2), 2.90 (t, 2 H, 3JH,H = 7.0 Hz, CH2CH2NHCS), 2.83 (t, 2 H, 
CH2CH2NHBoc), 1.52 (s, 9 H, CMe3). 
13C RMN (125.7 MHz, D2O, 313 K): δ = 181.4 (CS), 158.4 (CO), 100.6 (C-1), 81.5 
(CMe3), 73.4 (C-5), 71.0 (C-3), 70.2 (C-2), 66.9 (C-4), 66.5 (CH2O), 61.4 (OCH2)3C), 
61.1 (C-6), 53.5 (CH2CH2NHBoc), 52.5 (CH2CH2NHCS), 50.8 (CH2CH2NH2), 41.9 
(CH2NHCS), 38.1 (CH2NHBoc), 37.1 (CH2NH2), 28.0 (CMe3). 
EM (ESI): m/z 896.4 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C34H65N5O20S: C, 45.58; H, 7.31; N, 7.82. 





etil]-[2-(N’-(α-D-manopiranosiloxietil)tioureido)etil]amina (90). A una disolución de 
86 (0.24 g, 0.46 mmol) en H2O (2 mL) se añadió, gota a gota, una disolución acuosa 
saturada de NaHCO3 (0.2 mL) y 1,6-hexametilendiisotiocianato345 (0.18 g, 0.92 mmol, 2 
eq.) en acetona (4 mL). La mezcla de reacción se agitó durante 24 h, se eliminaron los 
disolventes y el residuo se purificó por cromatografía en columna (AcOEt-EtOH-H2O 
45:5:3). Rend.: 0.17 g (31%). Rf = 0.38 (AcOEt-EtOH-H2O 45:5:3). [α]D = + 19.0 (c 1.0, 
MeOH). 
IR (NaCl): υmax = 2110 cm-1 (NCS). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 298 K): δ = 4.80 (d, 1 H, J1,2 = 1.4 Hz, H-1), 3.88 (m, 2 H, 
H-6a, H-2), 3.72 (m, 3 H, H-3, H-6b, CH2Oa), 3.64 (t, 1 H, J3,4 = J4,5 = 9.6 Hz, H-4), 3.55 
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(m, 12 H, H-5, CH2Ob, CH2CH2O, CH2NCS, CH2-6, CH2-7, CH2-10), 3.16 (t, 2 H, 3JH,H = 
6.1 Hz, CH2NHBoc), 2.72 (t, 4 H, 3JH,H = 6.1 Hz, CH2-8, CH2-9), 2.64 (t, 2 H, 
CH2CH2NHBoc), 1.74 (m, 2 H, 3JH,H = 7.1 Hz, CH2-2), 1.64 (m, 2 H, 3JH,H = 7.2 Hz, CH2-
5), 1.47 (s, 9 H, CMe3) 1.46 (m, 4 H, CH2-3, CH2-4). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 184.5 (CS), 158.54 (CO), 129.8 (NCS), 101.7 
(C-1), 80.1 (CMe3), 74.6 (C-5), 72.5 (C-3), 71.9 (C-2), 68.6 (C-4), 67.3 (CH2O), 62.8 (C-
6), 55.3 (CH2CH2NHBoc), 54.4 (CH2-2), 54.3 (CH2-8, CH2-9), 45.8 (CH2CH2O), 45.0 
(CH2NCS), 43.4 (CH2-6, CH2-7, CH2-10), 39.8 (CH2NHBoc), 30.9 (CH2-2), 29.9 (CH2-
5), 28.7 (CMe3), 27.2, 27.0 (CH2-3, CH2-4). 
EM (ESI): m/z 712.3 [M + H]+. 
Análisis elemental. Calculado para C28H53N7O8S3: C, 47.24; H, 7.50; N, 13.77. 
Encontrado: C, 47.09; H, 7.39; N, 13.46. 
 
[2-(terc-Butoxicarbonilamino)etil]-[2-(N’-(6-hexilisotiocianato)tioureido)-
etil]-[2-(N’-(tris-α-D-manopiranosiloximetil)metiltioureido)etil]amina (91). A una 
disolución de 89 (0.18 g, 0.2 mmol) en H2O (2 mL) se añadió, gota a gota, una disolución 
acuosa saturada de NaHCO3 (0.1 mL) y 1,6-hexametilendiisotiocianato345 (80 mg, 0.4 
mmol, 2 eq.) en acetona (4 mL). La mezcla de reacción se agitó durante 24 h, se 
eliminaron los disolventes y el residuo se purificó por cromatografía en columna (MeCN-
H2O-AcOH 3:1:0.6). Rend.: 0.15 g (69%). Rf = 0.53 (MeCN-H2O-AcOH 3:1:0.6). [α]D = 
+ 18.8 (c 0.5, MeOH). 
IR (NaCl): υmax = 2099 cm-1 (N3). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 4.81 (d, 3 H, J1,2 = 1.6 Hz, H-1), 4.13 (d, 3 H, 
2JH,H = 9.8 Hz, CH2Oa), 4.06 (d, 3 H, CH2Ob), 3.91 (da, 3 H, J5,6a = 2.2 Hz, H-6a), 3.85 
(dd, 3 H, J2,3 = 3.3 Hz, H-2), 3.75 (dd, 3 H, J5,6b = 5.0 Hz, J6a,6b = 11.8 Hz, H-6b), 3.71 
(dd, 3 H, J3,4 = 8.8 Hz, H-3), 3.64 (t, 3 H, J4,5 = 9.2 Hz, H-4), 3.61 (m, 7 H, H-5, CH2-7, 
CH2-10), 3.56 (t, 2 H, 3JH,H = 6.6 Hz, CH2NCS), 3.48 (sa, 2 H, CH2-6), 3.18 (m, 2 H, 
CH2NHBoc), 3.79 (t, 4 H, 3JH,H = 5.7 Hz, CH2-8, CH2-9), 2.71 (t, 2 H, 3JH,H = 6.4 Hz, 
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CH2CH2NHBoc), 1.72 (m, 2 H, 3JH,H = 7.0 Hz, CH2-2), 1.62 (m, 2 H, 3JH,H = 7.2 Hz, CH2-
5), 1.47 (s, 9 H, CMe3) 1.45 (m, 4 H, CH2-3, CH2-4). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 183.7 (CS), 158.9 (CO), 130.0 (NCS), 102.3 
(C-1), 80.2 (CMe3), 74.8 (C-5), 72.7 (C-3), 71.9 (C-2), 68.8 (C-4), 67.5 (CH2O), 62.8 
(Cq), 62.2 (C-6), 55.2 (CH2CH2NHBoc), 54.6 (CH2-8, CH2-9), 45.9 (CH2NCS), 42.9 
(CH2-6, CH2-7, CH2-10), 39.9 (CH2NHBoc), 31.0 (CH2-2), 30.1 (CH2-5), 28.9 (CMe3), 
27.4, 27.1 (CH2-3, CH2-4). 
EM (ESI): m/z 1118.4 [M + Na]+, 1130.4 [M +Cl]-. 
Análisis elemental. Calculado para C28H53N7O8S3: C, 47.24; H, 7.50; N, 13.77; S, 8.77. 






tioureido)etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (92). A una disolución de 122 
(36 mg, 12.3 μmol) y Et3N (13 μL, 95 μmol, 1.1 eq.) en DMF (1 mL), se añadió una 
disolución de 90 (74 mg, 103 μmol, 1.2 eq.) en DMF (1 mL). La mezcla de reacción se 
agitó durante for 24 h, se eliminó el disolvente y el residuo se purificó por cromatografía 
de permeación sobre gel (Sephadex LH-20, MeOH). Rend.: 68.1 mg (70%). [α]D = + 36.9 
(c 0.23, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 5.35 (t, 7 H, J2,3 = J3,4 = 8.8 Hz, H-3Glc), 5.20 (d, 
7 H, J1,2 = 2.9 Hz, H-1Glc), 4.86 (dd, 7 H, H-2Glc), 4.83 (sa, 7 H, H-1Man), 4.21 (m, 7 H, H-
5Glc), 3.93 (t, 7 H, J4,5 = 8.8 Hz, H-4Glc), 3.88 (m, 21 H, H-6aMan, H-2Man, CH2Oa), 3.76 
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(m, 28 H, H-3Man, H-6bMan, CH2CH2SCist), 3.67 (t, 7 H, J3,4 = J4,5 = 9.5 Hz, H-4Man), 3.60 
(m, 56 H, H-5Man, CH2Ob, CH2CH2O, CH2-7, CH2-10), 3.49 (m, 28 H, CH2-1, CH2-6), 
3.31 (m, 7 H, H-6aGlc), 3.19 (m, 21 H, H-6bGlc, CH2NHBoc), 3.05-2.80 (m, 14 H, 
CH2SCist), 2.77 (m, 28 H, CH2-8, CH2-9), 2.68 (m, 14 H, CH2CH2NHBoc), 2.50-2.20 (m, 
28 H, CH2CO), 1.65 (m, 56 H, CH2CH2CO, CH2-2, CH2-5), 1.48 (s, 63 H, CMe3), 1.40 
(m, 84 H, CH2CH3, CH2CH2CH3, CH2-3, CH2-4), 0.97, 0.95 (2 t, 42 H, 3JH,H = 7.2 Hz, 
CH3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 313 K): δ = 183.0-181.0 (CS), 173.3, 172.1 (2 CO éster), 
157.2 (CO carbamato), 100.4 (C-1Man), 96.8 (C-1Glc), 79.0 (CMe3), 78.7 (C-4Glc), 74.6 (C-
5Man), 71.9 (C-5Glc), 71.2 (C-3Man), 70.7 (C-2Man), 70.5 (C-3Glc), 70.2 (C-2Glc), 67.4 (C-
4Man), 66.0 (CH2O), 61.6 (C-6Man), 54.1 (CH2CH2NHBoc), 53.2, 53.0 (CH2-8, CH2-9), 
44.2-43.6 (CH2-1, CH2-6, CH2CH2SCist), 42.3-41.8 (CH2CH2O, CH2-7, CH2-10), 38.4 
(CH2NHBoc), 33.8 (CH2CO), 33.7 (C-6Glc), 32.8 (CH2Scist), 31.2, 31.1 (2 CH2CH2CH3), 
28.9 (CH2-2, CH2-5), 27.6 (CMe3), 26.4 (CH2-3, CH2-4), 24.3, 24.2 (2 CH2CH2CO), 22.2, 
22.1 (2 CH2CH3), 13.2, 13.0 (2 CH3). 
Análisis elemental. Calculado para C336H616N56O98S28; C, 51.04; H, 7.85; N, 9.92. 





maltoheptaosa (93). Los grupos carbamato del compuesto 92 (37.8 mg, 4.8 μmol) se 
hidrolizaron mediante el procedimiento descrito en los métodos generales, obteniéndose 
93 puro. Rend.: 34.3 mg (99%). [α]D = + 29.0 (c 0.2, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD-D2O 5:1, 323 K): δ = 5.33 (sa, 7 H, H-3Glc), 5.19 (sa, 7 H, H-
1Glc), 4.87 (sa, 7 H, H-1Man), 4.85 (sa, 7 H, H-2Glc), 4.19 (sa, 7 H, H-5Glc), 4.03 (sa, 28 H, 
H-4Glc, CH2NH2), 3.94 (m, 7 H, H-2Man), 3.87 (m, 21 H, H-6aMan, CH2Oa), 3.75 (m, 84 H, 
H-3Man, H-6bMan, CH2CH2SCist, CH2-1, CH2-6, CH2-8, CH2-9, CH2Ob, H-4Man), 3.58 (m, 
45 H, H-5Man, CH2CH2O, CH2CH2NH2), 3.46 (m, 28 H, CH2-7, CH2-10), 3.30 (m, 7 H, H-
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6aGlc), 3.17 (m, 7 H, H-6bGlc), 2.94 (m, 14 H, CH2SCist), 2.50-2.20 (m, 28 H, CH2CO), 
1.63 (m, 56 H, CH2CH2CO, CH2-2, CH2-5), 1.38 (m, 84 H, CH2CH3, CH2CH2CH3, CH2-
3, CH2-4), 0.94 (m, 42 H, CH3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 323 K): δ = 183.0-181.0 (CS), 174.0, 171.0 (2 CO éster), 
100.2 (C-1Man), 96.9 (C-1Glc), 79.0 (C-4Glc), 75.0 (C-5Glc), 73.2 (C-5Man), 71.1 (C-3Man), 
70.6 (C-2Man), 70.5 (C-3Glc), 67.2 (C-4Man, C-2Glc), 65.9 (CH2O), 61.3 (C-6Man), 54.6 (CH2-
8, CH2-9), 50.7 (CH2CH2NH2), 44.4-44.0 (CH2-1, CH2-6, CH2-7, CH2-10, CH2CH2SCist), 
39.2 (CH2NH2), 34.4 (CH2CH2O), 33.8 (CH2CO, C-6Glc), 33.0 (CH2SCist), 31.2 
(CH2CH2CH3), 28.6 (CH2-2, CH2-5), 26.4 (CH2-3, CH2-4), 24.3, 24.2 (2 CH2CH2CO), 
22.2 (CH2CH3), 13.5, 13.3 (2 CH3). 
EM (ESI): m/z 2401.2 [M + 3 H]3+, 1801.4 [M + 4 H]4+, 1442.1 [M + 5 H]5+. 
Análisis elemental. Calculado para C301H567Cl7N56O84S28: C, 48.45; H, 7.66; N, 10.51. 




tioureido)hexil)tioureido)etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (94). A una 
disolución de heptahidrocloruro de 122 (24 mg, 8.3 μmol) y Et3N (9 μL, 64 μmol, 1.1 eq.) 
en DMF (1 mL) se añadió una disolución de 91 (90 mg, 82 μmol, 1.4 eq.) en DMF (1 
mL). La mezcla de reacción se agitó durante 46 h, se eliminó el disolvente y el residuo se 
purificó por cromatografía de permeación sobre gel (Sephadex LH-20, MeOH). Rend.: 
62.7 mg (72%). [α]D = + 57.0 (c 0.64, MeOH). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 313 K): δ = 5.37 (m, 7 H, H-3Glc), 5.20 (d, 7 H, H-1Glc), 4.85 
(m, 7 H, H-2Glc), 4.83 (sa, 21 H, H-1Man), 4.20 (m, 28 H, H-5Glc, CH2Oa), 4.06 (m, 21 H, 
CH2Ob), 3.88 (m, 49 H, H-6aMan, H-2Man, H-4Glc), 3.75 (m, 56 H, H-3Man, H-6bMan, 
CH2CH2SCist), 3.66 (m, 70 H, H-4Man, H-5Man, CH2-7, CH2-10), 3.49 (m, 28 H, CH2-1, 
CH2-6), 3.31 (m, 21 H, H-6aGlc), 3.21 (m, 21 H, H-6bGlc, CH2NHBoc), 3.05-2.85 (m, 14 
H, CH2Scist), 2.83 (m, 28 H, CH2-8, CH2-9), 2.74 (m, 14 H, CH2CH2NHBoc), 2.50-2.20 
(m, 28 H, CH2CO), 1.66 (m, 56 H, CH2CH2CO, CH2-2, CH2-5), 1.48 (s, 63 H, CMe3), 
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1.41 (m, 84 H, CH2CH3, CH2CH2CH3, CH2-3, CH2-4), 0.96, 0.95 (2 t, 42 H, 3JH,H = 7.1 
Hz, CH3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 323 K): δ = 183.0-180.0 (CS), 173.2, 171.6 (2 CO éster), 
157.2 (CO carbamato), 101.0 (C-1Man), 96.8 (C-1Glc), 79.2 (CMe3, C-4Glc), 73.5 (C-5Man), 
71.4 (C-5Glc, C-3Man), 70.6 (C-2Man, C-3Glc), 70.1 (C-2Glc), 67.5 (C-4Man), 66.2 (CH2O), 
61.6 (C-6Man, Cq), 54.2 (CH2CH2NHBoc), 53.5, 53.2 (CH2-8, CH2-9), 44.6-44.1 (CH2-1, 
CH2-6, CH2CH2SCist), 42.5-41.5 (CH2-7, CH2-10), 38.4 (CH2NHBoc), 33.8, 33.7 
(CH2CO, C-6Glc), 32.8 (CH2SCist), 31.2, 31.1 (2 CH2CH2CH3), 29.0, 28.8 (CH2-2, CH2-5), 
27.5 (CMe3), 26.3 (CH2-3, CH2-4), 24.2, 24.1 (2 CH2CH2CO), 22.2, 22.1 (2 CH2CH3), 
13.2, 13.1 (2 CH3). 
Análisis elemental. Calculado para C434H784N56O182S28; C, 49.19; H, 7.46; N, 7.40. 




tioureido)hexil)tioureido)etiltio)-2,3-di-O-hexanoil]ciclomaltoheptaosa (95). Los 
grupos carbamato del compuesto 94 (25 mg, 2.36 μmol) se hidrolizaron mediante el 
procedimiento descrito en los métodos generales, obteniéndose el compuesto 95 puro. 
Rend.: 23.9 mg (99%). [α]D =  + 37.4 (c 0.17,  H2O). 
1H RMN (500 MHz, MeOD, 323 K): δ = 5.38 (sa, 7 H, H-3Glc), 5.20 (sa, 7 H, H-1Glc), 
4.86 (sa, 7 H, H-2Glc), 4.83 (s, 7 H, H-1Man), 4.19 (sa, 7 H, H-5Glc), 4.17 (da, J5-6a = 5.4 Hz, 
H-6aMan), 4.05 (m, 21 H, H-4Glc, CH2NH2), 3.88 (m, 63 H, H-2Man, CH2Oa, H-6bMan,), 
3.72 (m, 126 H, H-3Man, CH2CH2SCist, CH2-7, CH2-10, CH2Ob, H-4Man, H-5Man,), 3.48 (sa, 
28 H, CH2-1, CH2-6), 3.26 (m, 14 H, H-6Glc), 3.15 (ta, 14 H, 3JH,H = 6.1 Hz, 
CH2CH2NH2), 3.05 (ta, 28 H, 3JH,H = 5.8 Hz, CH2-8, CH2-9), 2.95 (m, 14 H, CH2SCist), 
2.50-2.20 (m, 28 H, CH2CO), 1.64 (m, 56 H, CH2CH2CO, CH2-2, CH2-5), 1.38 (m, 84 H, 
CH2CH3, CH2CH2CH3, CH2-3, CH2-4), 0.94 (m, 42 H, CH3). 
13C RMN (125.7 MHz, MeOD, 323 K): δ = 185.0-182.0 (CS), 174.7, 173.8 (2 CO éster), 
102.5 (C-1Man), 98.2 (C-1Glc), 79.7 (C-4Glc), 75.1 (C-5Man), 73.6 (C-5Glc), 72.8 (C-3Man), 
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72.0 (C-2Man), 71.7 (C-3Glc), 69.0 (C-4Man), 67.6 (CH2O, C-2Glc), 63.1 (C-6Man), 62.6 (Cq), 
55.2, 54.8 (CH2-8, CH2-9), 49.7 (CH2CH2NH2), 45.4 (CH2-1, CH2-6, CH2-7, CH2-10), 
42.4 (CH2CH2SCist), 38.1 (CH2NH2), 34.1 (C-6Glc), 32.5 33.8 (CH2SCist), 31.9 (CH2CO), 
30.2 (CH2CH2CO, CH2-2, CH2-5), 27.6 (CH2-3, CH2-4), 25.6 (CH2CH2CH3), 23.5 
(CH2CH3), 14.3 (2 CH3). 
Análisis elemental. Calculado para C399H735Cl7N56O168S28; C, 47.21; H, 7.30; N, 7.73; S, 
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